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ARDRA: (ampl<fied rDNA restríction analysis) análisis de restricción de fragmentos de
ADNr amplificados.
ARN: ácido ribonucleico.
ARNr: ácido ribonucleico ribosomal.
ARNsa Ribonucleasa.
AS Ampicilinalsulbactam.
ATCC American Type Culture Cohechan.
AUS agarosa, urea, sorbitol.
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BHI: (brain ¡mart infusion) infUsión cerebro corazón.










CMB: concentración mínima bactericida.
CMI: concentración mínima inhibitoria.
CMLo: La CMI para el 50% de las cepas probadas.





CTAB: bromuro de cetil-trimetil amonto.
CTX: cefotaxima.
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gyrA: gen de la girasa A (topoisomerasa II).















Lisiado de abreviaturas utilizadas
OF: ofloxacino.




parC: gen de la topoisomerasa IV.
pb: pares de bases.
PBP <peniciiín b¡ndingprote¡n) proteínas fijadoras de penicilina.







PUCA: punta de catéter.
RD: rifampicina.
rep-PCR: PCR con secuencias rep (repeh¡tívas, extragénicas, palindróínicas>.
RESP: muestras respiratorias.
SAN muestra de sangre (hemocultivo).
SDS-PAGE electroforesis con geles de poiiacrilamida-SDS.




Listado de abreviaturas utilizadas
TAZ: tazobactam.






UCI: Unidad de Cuidados Intensivos.
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1.1. HISTORIA DEL MICROORGANISMO: TAXONOMÍA.
Los organismos actualmente incluidos dentro del género Acinetobacter han sufrido una
larga historia de cambios taxonómicos y se les ha denominado al menos con 15 nombres
genéricos diferentes, destacando: Bacterium anitratum, 1-lerellea vaginicola, Mima
polymorpha, Micrococcus calcoaceticus, Moraxella glucidolytica y Moraxeila lwoffii
(Bergogne-Berézin, 1996).
El género Acinetohacter está constituido por cocobacilos gramnegativos, no
formadores de esporas, aerobios estrictos, inmóviles, catalasa positivos y oxidasa negativos. Su
temperatura óptima de crecimiento es de 200C a 300C, y son capaces de crecer en los medios
de cultivo habituales, sin requerimientos especiales. En la mayoria de pruebas bacteriológicas
actúan como inertes, Pueden oxidar la glucosa y otras aldosas.
En el Manual de Bacteriología Sistemática de Bergey se le clasifica dentro de la Familia
Neisseriaceae e incluye una única especie: Acinetohacter calcoaceticus. Sin embargo estudios
taxonómicos más recientes proponen que se incluyan dentro de la nueva familia Moraxellaceae
junto con los géneros Moraxella y PAychrobacter (Rossau, 1991).
Dentro del género Acinetobacter se han incluido diferentes biovariedades, especies o
grupos de ADN, destacando la especie A. calcoaceticus propuesta en el Manual Bergey (Juni,
1984). En 1986, Bouvet y Grimont describen 12 especies (1 a 12) dentro del género
Acinetobacter: A. calcoaceticus, A. baumanni¿ A. haemolyticus, A. junii, A. johnsonii y A.
lwoffi y las otras 6 quedan sin nombre. En 1989, Bouvet y Jeanjean proponen otras 5 especies
(13-17) y Tjernberg y Ursing encuentran 15 especies, las doce de Bouvet y Grimont y
proponen además 3 especies nuevas. Posteriormente se han descrito otras posibles especies
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todavía sin clasificar. Las especies de Acinerobacter descritas hasta este momento se
encuentran en la tabla 1.1. Las genospecies 1 (A. calcoaceticus), 2 (A. baumannii), 3 (sin
nombre) y TU13 <sin nombre) son muy similares fenotipicamente aunque sean diferentes
genotípicamente y algunos autores las denominan complejo A. calcoaceticus-A. baumannii
(Gerner-Smidt, 1991). Dentro de este complejo se incluyen también otras dos especies: una de
ellas se parece mucho a la genospecie TU13 (parecido a TUI3), la otra se encuentra entre los




Especies genómicas de acuerdo con la homología del ADN, según los estudios de Bouvet y de
Tjemberg y Ursing.
<U ~M~IW
A. enlcoaceticus 1 1
A. haumannil 2 2
Sin nombre 3 3
Sin nombre NA BTU
A. hoemotyticus 4 4
A. jirnil 5 5
Sin nombre 6 6
A.johnsonii 7 7
A. lwoff¡i 8 STO
Sin nombre 9 STO
Sin nombre 10 10
Sin nombre 11 1]
A. rodioresistens ¡ 12 12
Sin nombre ¡3 I4TU
Sin nombre ¡4 NP
Sin nombre 15 NP
Sin nombre 16 NA
Sin nombre 17 NP
Sin nombre NP I5TU
NA~ no agrupable, NP = no probado
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1.2. IMPLIcACIÓN cLIP/KA DE ACINETOBACTER.
1.2.1. Especies de importancia clínica.
Los organismos del género Acinetobacter se encuentran ampliamente distribuidos en la
naturaleza, pudiendo llegar a constituir el 0,00 1% del total de la población heterotrófica del
suelo y el agua (Baumann, 1968). Por otra parte, este microorganismo forma parte de la flora
normal de la piel humana y es capaz de colonizar transitoriamente el tracto respiratorio
superior, sin que sea considerado patógeno para las personas sanas (Noble, 1978, Rosenthal,
1975; Taphin, 1963). Se encuentra en el medio hospitalario, y se le implica cada vez con mayor
frecuencia como importante patógeno nosocomial, especialmente en enfermos
inmunodeprimidos y en pacientes de las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) (Vila, 1989;
Bergogne-Berézin, 1996).
Numerosos estudios indican que A. baumannii es la principal especie genómica
asociada a brotes de infección nosocomial. En el estudio realizado por Bouvet y Grimont en
1987, se observó que en 291 aislamientos de 264 pacientes, el 84% (244 aislamientos)
comprendian esta especie. No se conoce otro hábitat para esta especie que no sea el cuerpo
humano. Su presencia en un objeto inanimado en el medio hospitalario puede interpretarse
como una contaminación por parte de un paciente infectado.
Otras especies también pueden estar implicadas en la infección nosocomial, aunque en
muchos casos pueden ser contaminantes del ambiente. El diagnóstico de infecciones por
Acinetobacter “no usuales”, depende de las condiciones clinicas del enfermo y del aislamiento
repetido de la misma cepa.
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Las especies genómicas 3 y TU13 (pertenecientes al complejo A. calcoaceticus-
baumannii) se han asociado a brotes nosocomiales (Horrevorts, 1995), aunque la primera se
ha encontrado tanto en muestras clínicas como en el suelo.
A. calcoaceticus está raramente asociado a infecciones humanas. Su hábitat original es
el suelo.
A. haemolyticus se aísla ocasionalmente de pacientes, constituyendo el 3%
aproximadamente del total de los aislamientos de Acinetobacter en el ambiente hospitalario.
También se ha encontrado en aguas de alcantarillado.
A. junii ha sido aislado tanto en muestras clinicas como ambientales,
A. johnsonii puede alsiarse del ambiente (suelos, ríos), animales, piel de personas sanas
y aunque raramente, de muestras clínicas, como demuestra Seifert en 1993, al relacionar esta
especie con varios casos de bacteriemia asociada a catéter.
Otras especies como A. Iwoffii y la genoespecie 12 (A. radioresisteus), habituales
comensales de la piel, se han implicado, aunque con menos frecuencia, en infecciones
nosocomiales (Bergogne-Berézin, 1996).
1.2.2. Infecciones causadas por Acinetobacter.
Las especies de Acinetobacter se han implicado en diversos tipos de infecciones.
Aunque las infecciones por Acinetobacter adquiridas en la comunidad son muy frecuentes en
algunos lugares geográficos, la mayoría de las infecciones por estos microorganismos son
nosocomiales; tales como septicemias, neumonías, infecciones del tracto urinario, meningitis e
incluso endocarditis. (Bergogne-Bérézin, 1989; French, 1980; Ng, 1989). El tipo de infección
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que produce no difiere del de otras bacterias gramnegativas nosocomiales, destacando las del
tracto respiratorio inferior y del tracto urinario (Glew, 1977; Joly-Guillou, 1991; Joly-Guíllou,
1992-a; Joly-Guillou, 1 992-b).
1.2.2. 1. Infección respiratoria.
El principal lugar anatómico de colonización e infección por Acinetobacter es el tracto
respiratorio. Sin olvidar la dificultad que coníleva el discernir entre infección o colonización
(Struelens, 1993), se ha demostrado el importante papel que desarrolla Acinetobacter en las
neumonías nosocomiales, especialmente en pacientes de UCI que requieren ventilación
mecánica (Dealler, 1998). En un estudio en el que se incluyeron pacientes sometidos a
ventilación mecánica, y en el que se recogieron únicamente muestras respiratorias no
contaminadas (obtenidas por fibrobroncoscopia), se observó que en tomo al 20% de los
episodios de neumonia incluían al menos un aislamiento de Acinetobacter (Fagon, 1989;
Torres, 1990). Otros estudios sin embargo, hacen referencia a una frecuencia de infección
respiratoria menor (3 a 5%) (Craven, 1990). La presentación clínica es frecuentemente
multilobar, y en algunos casos pueden aparecer empiemas, cavernas o fistulas broncopleurales
(Glew, 1977). La tasa de mortalidad por neumonía nosocomial varia entre un 30 a un 75%,
correspondiendo los valores más altos a este tipo de pacientes. Por otro lado, el pronóstico de
estas infecciones es mucho peor que si es producido por otras bacterias grampositivas o
gramnegativas, a excepción deP. acruginosa (Fagon, 1989; Torres, 1990). Todos estos datos
reflejan que la neumonía nosocomial causada por Acinetobacter spp. constituye, hoy en día,
una complicación importante de la ventilación mecánica (Bergogne-Bérézin, 1991).
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1.2.2.2. Infecciones del tracto urinaria
La orina es el segundo lugar más común de aislamiento de Acinetobacter. Se le ha
aislado como causante de cistitis, pielonefritis agudas y crónicas, generalmente en pacientes
con enfermedades urológicas o renales. La mayoría de las infecciones urinarias nosoconilales
afectan a ancianos debilitados, a pacientes ingresados en UCI, y destacan especialmente en
enfermos con sondas permanentes, con bastante frecuencia en cultivos mixto (Pedraza, 1993).
Al mismo tiempo se ha observado su relación con enfermos que presentan obstrucciones
unnanas.
1.2.2.3. Bacteriemia&
Acinetobacter spp., especialmente A. baurnannii se puede considerar como único
agente etiológico de bacterienijas, o formando parte de bacteriemias polimicrobianas. Los
pacientes inmunocomprometidos son el grupo más afectado (Chen, 1991). El foco suele
proceder de infecciones del tracto respiratorio inferior, apareciendo la mayor tasa de neumonía
nosocomíal durante la segunda semana de hospitalización (Peacock, 1988). Otros factores
predisponentes incluyen el traumatismo y las quemaduras (Oreen, 1983; Oraber, 1962; Ang,
1992). Se han descrito además casos de bacteriemias asociadas a heridas y bacteriemias
relacionadas con catéteres (Seifert, 1993; Tilley, 1994).
La presentación clínica de la bacteriemia por Acinetobacter, en general, no es específica
de esta especie, pero en muchos casos estos pacientes tienen una evolución desfavorable. En
un estudio reciente desarrollado por Poutanen y col. (1997) se observó que de 24 casos el 62%
de las bacteriemias por Acinetobacter tenían significado clínico; la mayoría de las infecciones
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frieron nosocomiales y adquiridas en UCI. Un 42% de estos pacientes desarrollaron shock
séptico que complicaba la bacteriemia y un 54% de ellos murieron. Así como en otros casos la
bacteriemia por Acinetobacter no es más que el marcador de una enfermedad de base más
severa, en este estudio se observó que estas infecciones parecían contribuir a la muerte en la
mayoría de los casos (85%), siendo las variables más asociadas con el riesgo de modalidad, la
edad mayor de 65 años, el desarrollo de shock séptico y la presencia de coagulopatias
(Poutanen, 1997).
Un segundo grupo importante a destacar es el de los neonatos, especialmente aquellos
con bajo peso, con terapia antimicrobiana previa, o sometidos a ventilación mecánica. Algunos
estudios han mostrado casos de bacteriemias por Acinetobacter spp. en recién nacidos en los
que la evolución clínica fUe fulminante (Regev, 1993).
Todos estos datos indican la importancia de Acinetobacter spp. como uno de los
organismos causantes de infección nosocomial severa en UCI, incluyendo a las UCIs
neonatales.
1.2.2.4. Meningitis.
Acinetobacter es un agente inusual causante de meningitis, que aparece de forma
predominante como meningitis secundada. Sin embargo se han descrito algunos casos de
meningitis primaria, especialmente tras procedimientos neuroquirúrgicos o de traumatismo
craneal (Berk, 1981; Siegman-Igra, 1993; Seifert, 1995). La presentación clínica no es
diferente de cuando se produce por otros microorganismos más frecuentes. Pueden aparecer
petequias y otros síntomas característicos, por lo que una mala interpretación de la tinción de
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Gram puede conducir a un tratamiento inadecuado. Hasta 1967, la mayoría de los casos de
meningitis por Acinetobacter eran adquiridos en la comunidad. Sin embargo, a partir de 1979,
la mayoria eran infecciones nosocomiales, principalmente debidas a A. baumannii, con tasas de
mortalidad en tomo al 20%.
1.2.2.5. Otras infecciones
Se han descrito casos de endocarditis por Acinetobaaer tras intervenciones dentales o
tras cirugía a corazón abierto. Las características clínicas de estas infecciones no difieren
mucho de las producidas por otros microorganismos (Gradon, 1992). Al mismo tiempo se han
hallado casos de peritonitis en pacientes sometidos a diálisis peritoneal ambulatoria (Lye,
1991), colangitis, así como osteomielitis, e infecciones oculares tras traumatismo (Martin,
1988; Melki, 1992).
1.2.3. Patogénesis del microorganismo.
1.2.3. 1. Factores predisponentes.
Existen varios factores de riesgo que predisponen a la infección severa por
Acinetobacter, muchos de ellos son factores comunes a otros organismos que también causan
infecciones nosocomiales. Los enfermos ingresados durante períodos prolongados con una
enfermedad de base (tumores, quemaduras e inmunodepresión), con terapia respiratoria
prolongada, con ventilación mecánica y con tratamiento antimicrobiano previo, o que han sido
sometidos recientemente a cirugía mayor presentan una clara predisposición a adquirir una
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infección por este microorganismo (Bergogne-Bérézin, 1996; Kaul, 1 996>. Otros factores
como la edad avanzada, enfermedad pulmonar crónica, inmunodepresión, cirugía, uso de
antimicrobianos, presencia de sonda gástrica o endotraqueal y tipo de equipo respiratorio
pueden aumentar el riesgo de neumonía o colonización del tracto respiratorio inferior
(Ramphal, 1979; Lortholary, 1995>.
1.2.3.2. Factores de virulencia.
Las especies de Acinetobacter se consideran como patógenos de bajo grado, con
limitada virulencia demostrada en ratones (Joly-Guillou, 1994>. Sin embargo, estos
microorganismos tienen ciertas características que les permiten incrementar la virulencia de
aquellas cepas implicadas en infecciones. Tales caracteristicas están relacionadas con la
invasividad (capacidad del microorganismo de introducirse, multiplicarse y diseminarse dentro
de los tejidos del huésped) y toxigenicidad (capacidad de producir sustancias tóxicas).
La invasividad de la bacteria puede estar en relación con sustancias de su superficie que
la protegen de la fagocitosis, como es la cápsula polisacaridica, compuesta por L-ramnosa, D-
glucosa, D-ácido glucurónico y D-manosa. De igual manera parece que la hidrofobicidad juega
importante papel en la adhesión (Avril, 1991; Boujaafar, 1990>.
La presencia de fimbrias, junto con [a cápsula le permite adherirse a las células
epiteliales humanas.
Se ha estudiado la producción de enzimas que daf~an los tejidos. No se ha encontrado
actividad ADNasa, elastasa, hemolisina, proteasa ni gelatinasa en la mayoría de los
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aislamientos. Sin embargo, se han encontrado niveles significativos de butirato esterasa,
caprilato esterasa, y leucin aiyl amidasa en todos los aislamientos, Estos enzimas hidrolizan
ácidos grasos de cadena corta y pueden estar involucrados en la producción de daño tisular a
nivel de lípidos (Poh, 1985).
Aparte de poseer otros factores comunes a las bacterias gramnegativas, habría que
destacar la habilidad que tienen estos microorganismos de captar el hierro, mediante la
secreción de sideróforos, que les permite sobrevivir en el cuerpo humano (Echenique, 1992;
Smith, 1990). Actis y col. observaron en 1993 que este género es capaz de secretar un
sideróforo del tipo del ácido 2,3 hidroxibenzoico que podría actuar como factor de
patogenicidad. Estos mismos autores argumentan que los sideróforos podrían competir con
algunas proteínas del huésped por la captación de hierro esencial, e incluso podrían reaccionar
con otros elementos formando radicales hidroxilo que dañan los tejidos. De esta manera se
podría explicar la patogénesis de las infecciones respiratorias.
Respecto a la toxigenicidad de Acinetobacter, existen varios estudios sobre la
producción de Sume por este microorganismo. Se ha observado en ratones que las cepas de
Acinetobacter productoras de Sume incrementan la virulencia de otras bacterias
gramnegativas, cuando éstas aparecen en infecciones mixtas. La relevancia de este estudio
radica en que Acinetobacter se ha encontrado con gran frecuencia en cultivos mixtos,
especialmente en muestras respiratorias y heridas (Obana, 1986).
Hay que destacar la producción del lipopolisacárido (LPS), componente de su pared
celular, que puede tener efecto endotoxigénico a través del lípido A. Se ha demostrado que la
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producción de toxina in vivo puede ser la responsable de los signos característicos de
enfermedad y muerte tras la septicemia porAcinetobacter (Brade, 1983).
1.2.3.3. Persistencia en el ambiente hospitalario.
El interés de Acinetobacter como patógeno nosocomial cada vez es mayor, sin
embargo poco se sabe acerca del reservorio natural y de su modo de transmisión.
Se ha observado que algunas cepas de Acinetobacter pueden sobrevivir en el ambiente
hospitalario durante años. Una de las razones para tal persistencia podría ser la resistencia a los
antibióticos, o bien la supervivencia en ambientes secos inanimados, así como en la piel de
individuos sanos, del personal sanitario, etc. (Bergogne-Bérézin, 1991; Wendt, 1997;
Rosenthal, 1994).
A diferencia del resto de bacilos gramnegativos, que son sensibles a la desecación
Acinetobacter es bastante resistente, sobre todo las cepas que pertenecen al complejo A.
calcoaceticus-baumannii (Jawad, 1996). Estas bacterias pueden sobrevivir durante horas al
aplicarlas experimentalmente sobre la piel (Ayliffe, 1988) y además parecen resistir a la
clorhexidina, cuando ésta se utiliza como desinfectante (Hammond, 1987). En un estudio
reciente desarrollado por Wendt y col. (1997), se observó que las cepas de Acinetobacter
aisladas de superficies secas eran capaces de sobrevivir más de 4 meses, a diferencia de las
aisladas de superficies húmedas que sobrevivían peor. La resistencia a estas condiciones de
sequedad puede promover la transmisibilidad de un brote, por lo que se puede sospechar del




Entre las superficies ambientales secas implicadas como ¡tiente de transmisión, se puede
incluir el equipo médico reutilizable, almohadas, sábanas y otros componentes de las camas de
los hospitales, guantes, etc. (Sherertz, 1985; Weernink, 1995). El uso incorrecto de guantes
puede servir de vehículo de transmisión del microorganismo entre los diferentes pacientes,
como se ha observado en el estudio realizado por Patterson y col. (1991). En este estudio
demuestran mediante la aplicación de métodos de tipado la presencia de la misma cepa de
Acinetobacter en pacientes sintomáticos y en los guantes del personal que los atienden,
Aunque Acinetobacter por su gran ubicuidad está ampliamente distribuido por la
naturaleza y forma parte del ambiente inanimado hospitalario (Cunha, 1980), algunos estudios
hacen referencia al reservorio humano como la principal fuente originaria de brotes
hospitalarios. Este microorganismo se ha aislado de la piel, del tracto respiratorio y
gastrointestinal (Timsit, 1993; Bergogne-Bérézin, 1987; AI-Khoja, 1979>. La piel de los
pacientes ingresados y del personal hospitalario han sido implicados en la transmisión del
microorganismo produciendo brotes nosocomiales (Bergogne-Bérézin, 1995; Bergogne-
Bérézin, 1991). Castle (1978) halló una cepa epidémica causante de un brote hospitalario en
las manos del personal, antes y después del lavado. Este hecho unido al de la existencia de
portadores crónicos, da una mayor importancia a la transmisión de Acinetobacter a través del
contacto indirecto con las manos del personal sanitario. La elevada incidencia de colonización
por A. bawnannii puede ser atribuida a la contaminación cruzada y al uso de antibióticos de
amplio espectro. Parece ser que los pacientes colonizados son la mayor ¡tiente de transmisión
de cepas epidémicas por el hospital (Mulin, 1995).
Se ha sugerido como ruta de transmisión el aire, Alíen y Creen (1987) fUeron los
primeros autores que consideraron el aire como ruta de transmisión de Acinetobacter. Este
14
Introducción
dato se confirmó posteriormente cuando se encontró esta bacteria simultáneamente en el aire y
en las manos del personal (Gerner-Smidt, 1987). De nuevo se consideró esta ruta de
transmisión al comprobarse cómo algunas cepas de Acinetobacter implicadas en brotes
persistían en ambientes secos hospitalarios, tras la completa desinfección de las áreas clínicas
(Jawad, 1996).
Otro medio de supervivencia de Acinetohacter en el ambiente hospitalario es su
capacidad de resistir a los metales y sales, muchas veces incluidos en desinfectantes y otras
sustancias de uso hospitalario. Dhakephalkar y col, observaron en 1994, que las cepas
ambientales tienen mayor resistencia a los metales que las cepas procedentes de muestras
clínicas, de esta forma diferencian las patógenas de las no patógenas.
1.2.4. Terapia de las infecciones por Acinetobacter.
No existe ninguna guía terapéutica para los síndromes específicos producidos por
A cinetobacter. Las infecciones localizadas que afectan a enfermos inmunocompetentes pueden
responder a la retirada del cuerpo extraño o al debridanijento, sin la necesidad del uso de agentes
antimicrobianos.
Las infecciones moderadamente severas responden a la monoterapia, siempre y cuando se
instauren tratamientos cortos, cuando se alcancen concentraciones adecuadas del antimicrobiano, o
cuando la terapia combinada quede limitada por la penetración de la droga.
El manejo de las infecciones graves se basa en tratamientos combinados, generalmente en la
asociación de un carbapenémico y un aminoglucósido. El uso de terapias combinadas depende de
los estudios previos de sinergia in vitro, de la experiencia clínica y de la aparición de resistencia
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antibiótica durante el curso del tratamiento (Tankovic, 1994; Anstey, 1992; Chow, 1988; Kosmidis,
1986; Alíen, 1995; Carlquist, 1982).
A pesar de que existen casos de bacteriemias transitorias por Acinetobacter resueltas
espontáneamente sin la instauración de un tratamiento antibacteriano (Raz, 1982), se debe
considerar que casi todos los aislamientos de Acinetobacter en sangre son significativos, y hay que
tomar las medidas oportunas (Seifert, 1992). Se debe eliminar cualquier dispositivo intravascular
(catéteres, etc.> y seleccionar el antibiótico adecuado en fUnción de los resultados de sensibilidad ñ
vitro (Rolston, 1985). La duración del tratamiento es similar a otras bacteriemias por bacilos
gramnegativos, entre lO y 14 días.
Las meningitis porAcinetobacter responden bien a la combinación de un betalactámico y un
aminoglucósido, seleccionados en base a las pruebas de sensibilidad iii vitro. Algunos autores hacen
hincapié en el empleo de aminoglucósidos por vía intratecal obteniéndose resultados óptimos (Berk,
1981; Rahal, 1982). Otros autores sin embargo prefieren el uso de fluorquinolonas o de
imipenem/cilastatina (Schonwald, 1989; Segev, 1990; Rodriguez, 1985). La polimixina B es
inadecuada como agente intraventricular en el manejo de ventriculitis postneuroquirúrgica, ya que
puede causar meningitis química (Simon, 1994).
No es necesario eliminar el catéter a los pacientes con peritonitis CAPD por Acinetobacler.
Ya que muchos de estos pacientes tienen cultivos positivos sin signos de peritonitis, la decisión de
instaurar un tratamiento antimicrobiano debe ser individualizada. Se han observado casos de
erradicación del microorganismo al emplear fluorquinolonas orales, aminoglucósidos vía
intraperitoneai, o combinando ambos agentes (Said, 1980; Valdez, 1991; Chan, 1989). De cualquier




1.3.1. Identificación a nivel de género.
Los aislamientos de Acinetobacter se pueden identificar por la reacción de la tinción de
Gram (coco-bacilos o a veces bacilos cortos gramnegativos), por el aspecto de la colonia en
los diferentes medios de cultivo, por ser oxidasa negativos y catalasa positivos, por su
inmovilidad, por no fermentar la glucosa (un gran porcentaje de aislamientos) y por ser inertes
en la mayoría de pruebas bioquímicas.
Estos microorganismos crecen como colonias blanco-grisáceas a amarillo pálido,
mucosas y de tamaño similar a las de las enterobacterias. Algunas especies, sobre todo las
pertenecientes a la genoespecie 4 (A. haemolyticus>, pueden mostrar hemólisis en agar sangre
de carnero. En la figura 1.1 se observa el aspecto de las colonias de Acinetobacter en agar
sangre.
Acinetobacter crece en la mayoría de los medios de cultivo, como es el agar nutritivo o
agar tripticasa soja. Sin embargo, para su aislamiento a partir de muestras clínicas
contaminadas o de muestras ambientales puede estar recomendado el uso de medios
diferenciales o selectivos que inhiban el crecimiento de otros microorganismos. Tal es el caso
del medio comercial agar Herellea, que contiene sales biliares y antibióticos (Holton, 1983). El
medio Acinetobacíer Leeds ha demostrado ser útil para el aislamiento de Acinetobacter, tanto
de muestras clínicas como ambientales (Jawad, 1994).
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Hay que considerar la temperatura de cultivo, pues aunque la mayoría de las especies
de los grupos 2 (A. bawnannii\ 3 ó TUI3 crecen bien a 370C, otras especies genómicas crecen
sólo a temperaturas más bajas, por lo que la temperatura de 300C es la recomendada.
La identificación a nivel de género se puede confirmar con métodos comerciales, como
los sistemas API 20 Nt, Vitek y Microscan.
El sistema Microscan mediante la utilización de 23 pruebas bioquímicas permite
diferenciar únicamente la especie de A. lwoffri del resto de especies de Acinetobacter,
englobándolas como Acinetobacter anitratus/haemolyticus. En la figura 1 .11 se muestra un
ejemplo de identificación de Acinetobacter unitratus/haemo/yticus mediante el sistema
Microscan.
Un método comercial muy utilizado en la mayoría de los laboratorios, por su
simplicidad y aplicabilidad en la práctica diaria, es el sistema API 20 Nt (BioMérieux,
Francia>. Este sistema, que contiene 12 reacciones de asimilación, incluye en su base de datos 5
especies: A. baumannii, A. haemolyticus, A. lwofjU y A. johnsonii-A. ¡unu. Sin embargo
parece ser que presenta problemas de reproducibilidad y sensibilidad (Kropec, 1993>. Bernards
en 1996 estudió la capacidad del API 20 NE para identificar 130 cepas pertenecientes a las 18
especies genómicas. Un 45% del total de los aislamientos presentó una correcta identificación.
Todas las cepas pertenecientes a A. banmannñ y a A. haemolyticus se identificaron
correctamente, mientras que se identificaron 3 de 5 A. ¡unu, 3 de 8 en el caso de A. johnsonii y
11 como A. lwojfzi de los 13 incluidos en el estudio. El resto de cepas se identificaron
correctamente a nivel de género pero no se incluyeron en la genoespecie correcta. De éstas la
mayoría se identificaron erróneamente como A. bawnannui, perteneciendo casi todas ellas a las
genoespecies 1, 2, 3 y 1 3TU. Con estos resultados, se consideró que el sistema API 20 NE es
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insuficiente para lograr una correcta identificación de las especies genómicas de A cinetobacter.
De acuerdo con otros autores (Horrevorts, 1995, Weernink, 1995>, se hizo hincapié en la gran
dificultad para identificar las especies incluidas dentro del complejo A. calcoaceticus-A.
baumanna, por lo que se sugirió la inclusión de este complejo dentro de la base de datos del
sistema API 20 Nt, para que de esta forma se hiciera el sistema más fiable.
1.3.2. Identificación a nivel de especie.
El método definitivo para identificar los aislamientos de Acinetobacter es el método de
hibridación ADN-ADTN, que ha permitido su clasificación en las 12 especies genómicas
anteriormente mencionadas.
Bouvet y Grimont en 1986, además de la clasificación en las 12 especies obtenidas por
hibridación de ADN, estudiaron las características fenotipicas de los aislamientos incluidos en
cada grupo. Para ello propusieron un esquema de identificación basado en 28 pruebas
bioquímicas que incluía 19 pruebas de asimilación de frentes de carbono, 6 pruebas
bioquímicas que incluían producción de hemólisis en agar con 5% de sangre, oxidación de la
glucosa, licuefacción de la gelatina y tres pruebas de crecimiento a 370C, 410C y 440C,
(Bouvet, 1986). Según estas pruebas se pudo identificar cada especie por sus características
fenotipicas, a excepción de las especies 8 y 9. A. baumannii se distinguió del resto por ser la
única especie capaz de crecer a 440C. Posteriormente se ha comprobado que estas pruebas
resultan insuficientes para distinguir las diferentes especies.
Por este mismo método Gerner-Smidt en 1991 fUe capaz de identificar correctamente
el 78% de las 198 cepas analizadas previamente por hibridación de A.DN. Hubo un 7% de
cepas identificadas erróneamente y un 22% de cepas no identificadas, siendo dificil la
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diferenciación de las cepas dentro del complejo A. calcoaceticus-A. baumannii (Gerner-Smidt,
1991>. Algunos aislamientos del grupo 13 pudieron crecer a 440C, con lo que no se pudieron
distinguir de A. baumannii, otros crecieron a 410C y no a 440C, por lo que no se pudieron
distinguir de la especie 3. La mayoría de aislamientos del grupo 13 correspondieron al biotipo
9 de Bouvet y Grimont.
Las especies de los grupos 1, (A. ca/coaceticus), 2 (A. baumannii>, 3 y 13 tienen
características bioquímicas comunes. Los aislamientos del grupo 13 tienen capacidad de crecer
a 440C en un 73-100%. Por otro lado un 15% del grupo 3 también puede hacerlo, dependiendo
del medio empleado (Gerner-Smidt, 1994).
Los cinco nuevos grupos descritos en 1989 por Bouvet y Janjean son
fenotípicaniente a los grupos 4 y 6 descritos en 1986 por Bouvet y Grimont.
La especie 5 (A. junii) se diferencia de A. johnsonii yA. 1woff¡i por la
hemólisis. Estas 3 especies se pueden distinguir además por el crecimiento
asimilaciones de L-histidina y azelato, como podemos observar en la tabla 1.2,
bastante similares
producción de




Diferenciación fenotipica de las especies de Acinetobacter.
A. junil .4. johnson¡¡ A. twoffii




El crecimiento a diferentes temperaturas es una característica que depende del medio
empleado. Así, como ejemplo, A. johnsonii y la especie 11 no crecen en BHI a 370C, mientras
que en TSB no crece A. johnsonii pero si la especie 11.
Como ya se ha comentado anteriormente, el sistema API 20 NE no es un buen método
de identificación a nivel de especie, aunque sí de género.
Otro sistema API, el ATB 32GN, que incluye 32 pruebas de asimilación, no mejora los
resultados.
El sistema Biolog Microplate, con 95 reacciones de asimilación, también ha sido
evaluado. Bemards (1995) estudió 129 cepas de Acinetobacter identificados por hibridación de
ADN, y aunque los resultados parecían ser prometedores, al compararlos con el esquema de
Bouvet y Grimont se observó que se pudo identificar únicamente A. johnsonii, y sólo un 83%
se identificaron correctamente a nivel de género.
La dificultad que engloba la identificación a nivel de especie mediante pruebas
fenotipicas, basadas sobre todo en reacciones de asimilación de frentes de carbono, ha llevado
en algunas ocasiones, a confusiones en la taxonomía. Hasta ahora no disponemos de un
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sistema definitivo de identificación fenotipico, que establezca distinción a nivel de grupos de
ADN. Por ello algunos autores recomiendan que a la hora de informar una especie de
Acinetobacter se deberia indicar el método de identificación empleado, e informar el resultado
como identificación presuntiva (Weaver, 1994).
Todas estas dificultades han obligado a emplear técnicas de hibridación de ADN un
tanto laboriosas, por lo que cada vez más se están desarrollando nuevos métodos de
identificación basados en biología molecular, y están siendo evaluados frente a las técnicas de
hibridación.
Se están empleando métodos basados en la secuenciación de los genes 16S ARNr o el
gen gyrB (Ibrahim, 1997). La ribotipia ha demostrado ser de gran utilidad para identificar los
aislamientos de Acinetobacter spp., especialmente para diferenciar las especies del complejo A.
calcoaceticus-A. baumannil (Gerner-Smidt, 1992).
Recientemente se han utilizado diferentes métodos basados en la reacción en cadena de
la polimerasa, entre los que se pueden destacar: el método ARDRA, polimorfismo de la región
del spacer 165-235, ARNt o AFLP. Todos ellos son menos complejos, más rápidos y pueden
realizarse en muchos laboratorios clínicos.
El análisis de restricción de un fragmento amplificado del ADN ribosomal (ARDRA,
Anzpftfied Ribosomal DNA Restriction Analysis) se basa en la restricción mediante diferentes
enzimas de un fragmento de unas 1500 pb, amplificado por PCR, dando lugar a una serie de
patrones.
Mediante este método se distinguen bien los aislamientos de los grupos de ADN del
complejo A. calcoaceticus-A. baurnannii, que son dificiles de distinguir por pruebas
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fenotípicas. Se ha comprobado por hibridación de ADN que estos grupos están más
estrechamente relacionados entre ellos que con el resto de especies genómicas.
Sin embargo no distingue entre los grupos 4 y 7, que aunque son muy diferentes por las
pruebas fenotipicas presentan gran similitud en la secuencia del ADNr 16S. Los grupos 10 y 11
tampoco se pueden distinguir mediante este sistema. Sin embargo estos grupos, aunque son
muy similares por las pruebas fenotípicas, se distinguen porque la especie 11 no acidifica la
glucosa, ni crece a 370C, y la especie 10 silo hace. De igual modo, los grupos 5 (A. juniO y 17
no pueden diferenciarse por este método. Entre ellos existe una similitud mediante hibridación
de ADN inferior al 22%, pero se pueden distinguir fenotipicamente. Vaneechoutte y col.
(1995) sugieren que con la adición a este método de 4 pruebas, hidrólisis de la gelatina,
hemólisis, acidificación de la glucosa y crecimiento a 370C, éste puede ser útil para identificar
todos los aislamientos hasta el nivel de especie. No se ha logrado diferenciar los grupos 8 y 9
mediante este método, pero tampoco lo hablan logrado Tjernberg y Ursing en 1989 con
hibridación de ADN.
El estudio del polimorfismo de la región espaciadora entre los genes 165 y 235
(ARAIrJ6S-23S spacer) permite amplificar entre 1 a 3 fragmentos de 390 y 4.500 pb por cepa.
La mayoría de los aislamientos tienen perfiles característicos. No permite distinguir entre las
especies 5 (A. junii), 7 (A. johnsonii> y 10. En los aislamientos del complejo A. calcoaceticus-
A. baurnannii se amplifíca una única banda de entre 975 a 1005 pb y es necesario analizar el
fragmento con enzimas de restricción, para diferenciar cada genoespecie (Nowak, 1995;
Dolzani, 1995).
Otro método utilizado es el polimorfismo de los genes ARNt, mediante el cual se
obtienen fragmentos amplificados idénticos o casi idénticos en cada especie. Sin embargo, no
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diferencia las especies 1, 3 y “entre 1 y 3”, las especies 2, 13TU y “parecido 13T11’, las
especies 8 y 9, las especies 6, TUiS y BJ17 (Ehrenstein, 1996). Se han aplicado otros métodos
aunque con menos frecuencia, como PCR del gen recA o PCR multiplex (López-Brea, 1998>.
Mediante el método AFLP (Ampl<fiedfragment Iength polymorphism) se diferencian
bien las genospecies de Acinetobacter, especialmente se diferencian las cepas del complejo A.
calcoaceticus-A. baumannii y se demuestra que las genospecies BJI3 y TU14 son similares




1.4. EPIDEMiOLOGÍA MOLECULAR DEACINETOBACTER
Los estudios epidemiológicos, efectuados con la finalidad de conocer la prevalencia y/o
la diseminación de una bacteria en un ambiente determinado, exigen la caracterización del
microorganismo más allá del nivel de especie. A menudo se aislan en el ambiente hospitalario
cepas epidémicas junto a cepas esporádicas. Mediante el tipado podemos caracterizar las cepas
de manera más detallada, con la finalidad de discriminar entre unas y otras (Gerner-Smidt,
1994). El tipado además sirve tanto para caracterización como para identificación de cepas.
Las especies de Acinetobacter se pueden encontrar con gran frecuencia en muestras
clinicas, debido a su elevada prevalencia en el ambiente hospitalario, y por formar parte de la
de la flora de la pie] y membranas mucosas. Por otro lado este microorganismo se ha implicado
en diversas infecciones produciendo con frecuencia brotes nosocomiales. Es por ello por lo que
la aplicación de un sistema de tipado eficaz sea de crucial importancia en la epidemiología de
Acinetobacter.
1.4.1. Métodos de tipado.
Ante la sospecha de un brote ha de confirmarse lo más rápidamente posible para poder
intervenir de manera apropiada. Para ello el tipado es de gran utilidad.
Los métodos de tipado que suelen emplearse en primer lugar para el estudio de un
brote son los métodos fenotipicos, dado que se encuentran con mayor disponibilidad en los
laboratorios de microbiología. Otros métodos, los métodos genotípicos, no tan fácilmente
disponibles, se emplean generalmente como método confirmatorio de los anteriores. En
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Acinetobacter se han utilizado numerosos métodos fenotípicos y genotípicos, sin embargo, no
existe una única técnica de tipado aceptada ni estandarizada para estudios epidemiológicos de
este microorganismo.
1.4.1.1. Métodosfenotipicos.
Se pueden utilizar métodos fenotípicos como biotipado, antibiotipado, serotipado,
fagotipado, tipado con bacteriocinas o perfil de proteínas de membrana externa.
1.4.1.1.1. Biotipado.
Las cepas de Acinetobacter son metabólicamente inertes en la mayoría de pruebas
bioquímicas utilizadas, de modo que habitualmente se identifican a nivel de género o de
variedad en muchos laboratorios. La gran mayoría de aislamientos clínicos pertenecen a la
variedad A. anitratus no proteoliticos y a A. IwoJJ2i; casi todas las infecciones nosocomiales
están causadas por la variedad A. anitratus (Gerner-Smidt, 1985; Gerner-Smidt, 1987; Gerner-
Smidt, 1989). Los aislamientos que presentan hemólisis o hidrólisis de gelatina son muy poco
frecuentes en las muestras clínicas. También existe variación en la producción de la ureasa
entre los aislamientos de Acinetobacter; sólo son reproducibles las reacciones fUertemente
positivas, que aparecen sobre todo en las especiesA. junil, A. lwoffi, y las cepas del grupo 13.
Por otra parte las tradicionales pruebas bacteriológicas discriminan muy poco entre las
diferentes cepas hospitalarias.
Un sistema comercial, empleado habitualmente como método de identificación es el
API 20 NE. A pesar de que no logra identificar las especies de Acinetobacter de acuerdo con
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la nueva terminología, puede ser empleado como método de tipado. Towner y Chopade (1987)
evaluaron este sistema con el que tiparon 122 cepas de diversos hospitales recogidas durante 4
aflos. Se observó que el sistema tenía un elevado índice discriminatorio, aunque si se
consideraba por separado la variedad A. anitratus, este índice era inferior. Al mismo tiempo
estos autores calcularon que, si se tiene cuidado y se evitan contaminaciones en las tiras, la
reproducibilidad de este sistema puede alcanzar el 100%. Por su parte, Kropec y col. (1993)
consideran que este sistema es poco sensible y poco reproducible, posiblemente por los
problemas de contaminación.
Las pruebas más útiles para el biotipado de Acinetobacter parecen ser las reacciones de
asimilación. Estas reacciones presentan gran versatilidad para este microorganismo, ya que es
capaz de utilizar un único agente como fUente de carbono o nitrógeno (Bauman, 1968;
Dijkshoorn, 1990). Estas características frieron aprovechadas por Bouvet y Grimont con fines
taxonómicos, y al mismo tiempo desarrollaron un sistema de tipado de A. baumannii (Bouvet,
1987>, basado en la asimilación de levulinato, citraconato, L-fenilalanina, L-tartrato y 4-
hidroxibenzoato (Tabla 1.3>. Este método de biotipado se pudo utilizar además para tipar el
complejo A. ca/coaceticus-baumannil (Bouvet, 1990; Gerner-Smidt, 1991). Se obtuvieron 17
biotipos, mostrándose una reproducibilidad de 100%. La reproducibilidad del biotipado de
Bouvet y Grimont fue posteriormente confirmada por Gemer-Smídt (1991), al estudiar 70
cepas no relacionadas epidemiológicamente. La principal desventaja del sistema es que sólo




Biotipos definidos por Bouvet y Grimont (1987) y Bouvet (1990).
1 M ~5’ iY <IB ti 1> U’ IAL lIS4 ti V1ÁISfl Z¡,..~. ~ ..,*,. I~¡~c~—, zr~z,zz~~z~.
+ - + -levulinato + + + 4 - + -~
citraconato - - - - + + + + - - + - - + -~
L-Phe + + + - + + + 4 + + - - - - + 4 - - + -:
poHbenzoato + + - - 4 + - + + - 4 - + + - 4 - + + -
L-tartrato + - - - + - - + + + + 4 -
1.4.1.1.2. Perfil de proteínas de membrana externa.
El análisis de proteínas de membrana se ha aplicado como método de tipado en
A cinetobacter, mostrando resultados variables, tal vez debidos a las diferencias metodológicas
entre los distintos laboratorios (Dijkshoorn, 1987-a; Giammanco, 1989>. Dijkshoorn y col, en
1987, intentaron tipar, mediante la electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-
PAGE), 129 cepas de Acinetobacter procedentes de 16 pacientes ingresados. Observaron que
en muchos de ellos, predominaba la misma cepa. Se comprobó, contrastando con datos
epidemiológicos, que la presencia del mismo tipo de bacteria en diferentes pacientes se debía a
una contaminación cruzada. Se pudo afirmar que este método, unido al manejo de información
epidemiológica resultaba un método útil para estudiar la diseminación de Acinetobacter en el
hospital. En otro estudio posterior, corroboraron de nuevo la utilidad del SDS-PAGE para
diferenciar cepas que se agrupan en un mismo patrón y que parecían tener relación
epidemiológica con cepas que no se agrupaban entre si (Dijkshoom, 1987-b). Los autores
sugieren por tanto que esta técnica puede ser útil para el estudio de brotes hospitalarios,
aunque la necesidad de una estricta estandarización a la hora de desarrollarla, y el largo tiempo
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que lleva el realizarla impide que este método se considere de elección como método de rutina
(Dijkshoom, 1989; Dijkshoorn 1993; Dijkshoorn, 1996).
1.4.1.1.3. Otros métodos de típado fenotípico.
Existen otros métodos de tipado fenotípico como el antibiotipado, serotipado,
fagotipado o tipado con bacteriocinas.
Respecto al antibiotipado, presenta grandes inconvenientes. Uno de ellos es que puede
no haber correlación entre los datos de CMI y los halos de inhibición de algún antibiótico.
Puede ocurrir que los valores de CMI utilizados como puntos de corte en clínica no coincidan
con los que se deberían usar con fines de tipado. Además hay que considerar que los caracteres
de resistencia no siempre son estables, una cepa puede ganar o perder genes de resistencia con
el tiempo (Marcos, 1994>. Por todo esto, no es un método de tipado definitivo y además
tampoco presenta un poder discriminatorio muy elevado. No debe, por tanto utilizarse
aisladamente, debiéndose asociar siempre a un método de tipado estable.
De igual modo, los métodos mencionados anteriormente presentan grandes
inconvenientes. El tipado por fagos es poco útil en Acinetobacter, ya que presenta una
tipabilidad inferior al 80% (Giammanco, 1989). El serotipado, aunque es muy sensible,
presenta un bajo poder discriminatorio (Traub, 1989), y por último el tipado basado en la




1 4 1 2 Metodos genoti~icos.
Entre los métodos genotipicos se han utilizado perfil de plásmidos, ribotipado,
electroforesis en campos pulsados, y métodos basados en la técnica de la reacción en cadena
de la polimerasa (PCR> (García-Mata, 1997; Grundman, 1997; Marques, 1997; Dijkshoorn,
1997).
Los métodos basados en PCR son rápidos y útiles para diferenciar cepas durante una
situación de brote. Se han utilizado PCR con iniciadores arbitrarios, PCR que amplifican para
regiones repetidas en el genoma deAcinetobacter, como son la rep-PCR (iniciadores rep:
repetitivas, extragénicas, palindrómicas) o la ERIC-PCR (iniciadoresERÍO enterobacterias,
repetitivas, intergénicas, consensus).
(Sheehan, 1995). Reboli en 1994, estudió un posible brote aplicando el biotipado, el análisis de
plásmidos y la rep-PCR. De todos los métodos empleados la rep-PCR fUe el único método que
permitió diferenciar entre las cepas que producían el brote nosocomial y las cepas de aparición
esporádica. La rep-PCR ha demostrado ser muy útil en la clasificación de las cepas dentro de
un brote, mientras que al utilizar la ERIC-PCR unos autores encuentran excelente resultados y
sin embargo para otros, los resultados no son tan claramente concluyentes (Presterí, 1997;
Vila, 1996; Reboli, 1994; Snelling, 1996). Más recientemente, Grundman ha corroborado la
utilidad de la rep-PCR y de otras técnicas basadas en la reacción de la cadena de la polimerasa
para el tipado de microorganismos, siempre y cuando éstas se empleen en condiciones de
extracción de ADN y de amplificación estandarizadas (Grundman, 1997).
Es importante considerar la electroforesis en campo pulsátil como método de tipado en
Acinetobacter. Este método está basado en la generación de fragmentos de ADN
cromosómico de gran tamaño, y posteriormente en su separación mediante una electroforesis.
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La elevada capacidad discriminatoria de la técnica hace que sea recomendada por muchos
autores como técnica de elección para tipaje, sin embargo el tiempo necesario de preparación
de la muestra, así como la necesidad de disponer un dispositivo de electroforesis especial,
constituyen una gran desventaja a la hora de utilizar esta técnica.
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1.5. ACTIVIDAD in vitroDE DIFERENTESANTIMÍCROBIANOS.
La elevada multirresistencia de Acinetobacter conlíeva a la dificultad de encontrar un
f~rmaco eficaz que cubra las infecciones graves producidas por estos microorganismos, dando lugar
en numerosas ocasiones al fracaso terapéutico.
Ciertos antibióticos como cefotaxima, cefiriaxona, piperacilina, ticarcilina, ciprofloxacino y
sulfonamidas han mostrado actividad in vitro frente a algunos aislamientos clínicos de
Acinetobacter (García. 1982; Rolston, 1986; Seifert, 1993; Vila, 1993), sin embargo la aparición de
cepas resistentes ha dificultado su utilización.
Los antibióticos betalactámicos deberían emplearse siempre y cuando se realicen los
estudios de sensibilidad in vitro adecuados. Mgunos como cefiazidima, imipenem o meropenem
pueden ser útiles en el tratamiento de las infecciones por Acinetobacter. Hasta el momento los
carbapenémicos constituyen el farmaco de elección, ya que no existen muchos casos de resistencia a
estos antibióticos. En numerosas ocasiones imipenem ha mostrado muy buena actividad itt vitro
<Okpara, 1994), presentando valores de CMI muy bajos (0,25 a 0,5 mg/L), incluso inferiores a los
que presentaba frente a algunas enterobacteiias (Soussy, 1990). MacGowan, en 1995 estudió la
actividad inhibitoria y bactericida de imipenem y meropenem en 124 aislamientos clínicos de
Acinetohacter, y a su vez comparó dicha actividad frente a diversos aislamientos clínicos de
enterobacterias resistentes a a cefalosporinas de Y generación. Observó una actividad inhibitoria
similar en ambos antibióticos para Acinetobacter, aunque mayor en el caso de meropenem para las
enterobacterias, sin embargo imipenem mostró una mayor actividad bactericida frente a meropenem
en las cepas de Acinetobacter. Otros estudios corroboran la actividad bactericida de imipenem,
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mayor que la de otros betalactámicos, en cepas con diferentes perfiles de resistencia (Joly-Guillou,
1995).
La resistencia a gentamicina se ha observado en numerosas ocasiones, incluso se ha
considerado la posibilidad de que algunas cepas resistentes a gentamicina hayan podido elevar la
CMI a otros aminoglucósidos, aunque siempre dentro de unos niveles aceptables en suero (Seifert,
1993). Aunque la amicacina es el t%rmaco más activo en las infecciones por Acinetobacter, se ha
documentado con gran frecuencia la aparición de cepas resistentes a este antimicrobiano. Para
lograr la actividad bactericida en cepas con diferentes mecanismos de resistencia combinados, es
necesana la combinación de 2 o 3 antibióticos. Los aminoglucósidos muchas veces pueden utilizarse
con éxito en combinaciones con un betalactámico efectivo. La asociación de amicacina o
tobramicina con cefiazidima, imipenem o fosfomicina ha mostrado sinergia Pi iúfro, dándose los
mejores resultados con la combinación imipenem-amxcacína en aislamientos de Acinetobacter
resistentes a ambos fármacos (Wang, 1995; Rodriguez, 1996; Alíen, 1995). Sin embargo en
estudios aplicados sobre modelos de neumonías experimentales en ratones la asociación de
imipenem con amicacina no mejoró la eficacia de imipenem en monoterapia, asimismo otros
antibióticos como amicacina y doxiciclina utilizados en monoterapia frieron también eficaces,
aunque menos que ¡mipenem.
También se ha propuesto el uso de otras combinaciones como la asociación de
betalactámicos con fluorquinolonas, así como combinaciones de fosfomicina con aminoglucósidos
(Joly-Guillou, 1991>.
Se han estudiado diversas combinaciones de inhibidores de betalactamasa con
betalactámicos, y apenas se ha logrado una mejora en la actividad iii vitro (Visalli, 1997).
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Únicamente se ha observado gran actividad ni vitro de ampicilina/sulbactam, así como en
combinaciones de otros betalactámicos con sulbactam. Actualmente ampicilinalsulbactam mantiene
su buena actividad frente a Acinetobacter, gracias a la acción bactericida del sulbactam. El propio
sulbactam podría ser una alternativa a estas infecciones, aunque hay que tener cuidado con el uso de
este flirmaco, ya que se han descrito algunos casos de resistencia (Marques, 1997). Se ha
demostrado en contadas ocasiones la actividad ni vitro de otros inhibidores de betalactamasas,
como ácido clavulánico y tazobactam utilizados sin combinar (Visalli, 1997>.
Las cefalosporinas de ~1ageneración son estables a la acción de las betalactamasas. Se ha
demostrado su elevada actividad frente a bacilos gramnnegativos resistentes a otras cefalosporinas de
amplio espectro (Blahova, 1997). Lin en 1994 demostró la actividad in vitro de cefepima en el 60v/o
de 24 cepas de Acinetobacter, que fUe superior a otras cefalosporinas de 3’ generación, aunque
menos que a cefiazidima y que a ciprofloxacino. Estudios posteriores apuntan el efecto bactericida
de cefepima, así como de ce{jMroma, utilizándolas a una concentración 8 veces superior a su CMI, y
un efecto sinérgico al combinar dichos antibióticos con sulbactam (Aubert, 1996>.
Rifampicina que presenta actividad in vitro frente a estos microorganismos se ha utilizado
asociado a imipenem, teniendo gran éxito en las UCIs de Francia (Thornsberry, 1983; Bergogne-
Bérézin, 1985). Estudios sobre modelos experimentales de neumonías en ratones utilizan nuevas
combinaciones sinérgicas de riflimpicina más inhibidores de betalactamasas, donde se incluye
sulbactam y ácido clavulánico mostrando especial interés la asociación de rifampicina a sulbactam
puesto que ha logrado el menor porcentaje de mortalidad en los animales incluidos en este estudio
(Wolfl’, 1997).
Aunque polimixina B presenta excelente actividad iii vitro frente a ¡1 cinetobacter (Wood,
1993; Obana, 1985), la relativa ineficacia de estos agentes en infecciones sistémicas limita su papel
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terapéutico (Tunkel, 1995). Incluso se han descrito casos de resistencia a este farmaco en
Acinetobacter (Mg, 1992), por lo que el uso de este tipo de antimicrobianos debería reservarse
para tratar infecciones resistentes al resto de antibióticos.
Cada vez se están desarrollando más estudios de sensibilidad antimicrobiana de bacterias
gramnegativas hacia antibióticos no usuales para dichos microorganismos. Se ha demostrado la
buena actividad iii vitro que presenta azitromicina frente a especies de Francisella, Pasteurella,
Pseudomonas, y Acinetobacter (Ellie, 1998; Reinen, 1995; Ferencz, 1998). Citron y col. (1998>
recientemente demostraron la actividad bactericida de a.zitromicina a concentraciones 1 a 2 veces
superiores a su CMI, en cepas de Acinetobacter multirresistente (incluso resistente a imipenem, con
valores de CMI intennedios a ampicilina/sulbactam), implicadas en brotes hospitalarios. Por este






Durante los últimos 20 años Acinetobacter ha desarrollado un gran aumento de la
resistencia antimicrobiana, tal que las infecciones producidas por estos microorganismos resultan
muy dificiles de tratar.
Hasta el principio de los 70, las infecciones nosoconiiales porAcinetobacter spp. se trataban
con éxito con gentamicina, minociclina, ácido nalidíxico, ampicilina, carbenicilina, tanto en terapia
sencilla como combinada, pero entre 1971 y 1974 se empezó a observar un incremento de la
resistencia antimicrobiana. En 1975 se observaron porcentajes de resistencia en algunos
aislamientos clínicos de Acinetobacter spp. (García, 1983), muchos aislamientos se hicieron
resistentes a los clásicos antímicrobianos más comúnmente utilizados, como aminopenicilinas,
ureidopenicilinas, cefalosporinas de ía y 2a generación (cefalotina), y de mayor espectro
(cefamandol), cefamicinas (cefoxitina), a la mayoría de los aminoglucósidos, cloranfenicol y
tetraciclinas. Para otros antibióticos como cefalosporinas de Y generación (cefotaxima,
ceftazidima), imipenem, tobramicina, amicacina, y fluorquinolonas, existen datos de sensibilidad
controvertidos, aunque las CMIs están aumentando cada vez más. Iniipenem sigue siendo el
fármaco más activo. Hasta hace poco había mantenido una actividad del 100% y en algunos
estudios ha permanecido como único agente sensible junto a las polimixinas. Desafortunadamente
ya se ha documentado la aparición de brotes de aislamientos resistentes a imipenem en
Acinetobacter spp. especialmente en U.C.I.(Tankovic, 1994; Go, 1994; Schubert, 1998; Corbella,
1998>. La resistencia a imipenem se encuentra mas asociada a las cepas identificadas como A.
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bawnannii, mientras que para Acinetobacter no bautnannii se han hallado CMIs inferiores a 0.3
mg/l En general, otras especies de Acinetobacter aisladas en el ambiente hospitalario, como A.
lwoffit A. johnsonii, A. junii, están menos implicadas en infecciones nosocomiales y son más
sensibles a los antibióticos. A. lwoffii es más sensible a los betalactámicos que A. bawnanníi. A.
haemolyllcus es más resistente a aminoglucósidos y a tifampicina.
1.6.2. Perfiles dc resistencia a betalactámicos.
A lo largo de los años se ha ido observando un incremento de la resistencia de
Acinetobacter a la mayoría de los antimicrobianos, especialmente a las penicilinas y cefalospotinas.
Se han realizado estudios de sensibilidad antimicrobiana con el fin de determinar qué antibióticos
son los más útiles para distinguir los diferentes patrones de resistencia, de modo que el
conocimiento del principal perfil permitiría controlar los problemas terapéuticos, así como un mejor
conocimiento de los mecanismos de resistencia implicados.
Joly-Guillou en 1988 estudió la sensibilidad a 14 antibióticos betalactámicos en 100 cepas
de Acinetobacter aislados durante un período de 6 años, y definió cuatro fenotipos de resistencia
según la sensibilidad a ticarcilina, piperacilina, cefotaxima y cefiazidima. El fenotipo 1 englobó al
5% de los aislamientos, que eran sensibles a los cuatro betalactámicos mencionados, aunque
presentaban resistencia a aminopenicilinas, y cefalosporinas de primera y segunda generación.
Al fenotipo II únicamente pertenecían diez cepas que eran resistentes a ticarcilina, y sensibles a
cefalosporinas de tercera generación. El fenotipo III incluía a aquellas cepas sensibles a
ticarcilina, con bajo nivel de resistencia a piperacilina, pero resistentes a cefalosporinas de
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tercera generación correspondiendo a un 19%. El fenotipo IV agrupaba al 66% de las cepas
resistentes a penicilinas y cefalosporinas. Se observó por tanto una elevada resistencia a
carboxi- y ureido-penicilinas, y cefalosporinas, incluidas las de tercera generación, sin embargo
otros betalactámicos como imípenem mantenían buena actividad in vitro, con valores de CMI
50/90 de 0,3/0,6 mg!!. Por otro lado, el ácido clavulánico asociado a ticarcilina logró disminuir
significativamente la CMI de este betalactámico en un 70% de los aislamientos estudiados. En
1995, Bergogne-Bérézin, basándose en los perfiles de resistencia definidos en el estudio anterior,
agrupó los aislamientos de Acinetobacter de diferentes hospitales, obtenidos durante los últimos
cinco años. Imipenem seguía manteniendo una buena actividad iii vitro, aunque dada la variable
incidencia de cepas de Acinetobacter resistentes a este antibiótico, se añadió un patrón más en este
estudio, el Grupo V, que incluía a aquellas cepas resistentes a los anteriores betalactámicos incluido
imipenem. En los resultados de este estudio destacó la disminución de cepas resistentes a




1.7. MECANISMOS DERESIS IIENCÍA A BETALACIIAMÍCOS.
1.7.1. Betalactarnasas.
Las betalactamasas constituyen el principal mecanismo de resistencia a los betalactamicos,
Son enzimas fisiológicas elaboradas por un gran número de bacterias, que tienen como misión
romper el anillo betalactámico, convirtiendo al antibiótico en una sustancia carente de actividad
antimicrobiana.
Se ignora el papel de estas enzimas en la bacteria; se las supone relacionadas con la síntesis
del glucopéptido, ya que de forma transitoria, rompen la propia pared bacteriana para intercalar los
bloques de mureina necesarios para el crecimiento y multiplicación. Existen grandes analogías entre
éstas y las proteínas fijadoras de penicilina (PBP), lo que sugiere un origen común, así como
fUnciones complementarias aun desconocidas.
Las betalactarnasas se han encontrado en casi todas las bacterias, tanto gramnegativas como
grampositivas, así como en levaduras, algas verde-azuladas, y en t~idos de mamíferos, aunque se
desconoce el papel que desempeñan en organismos no bacterianos.
1.7.1.1. Detección de las Betalactamasas.
Los estudios de detección de betalactamasas están condicionados por su localización celular
en las bacterias. En las grampeáivas; son exoenzimas sintetizadas por la bacteria y liberadas al
exterior donde inactivan al antibiótico extracelularmente. Son de naturaleza inducible, por lo que
para que se produzca una cantidad detectable es necesario incubarlos previamente en presencia de
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inductores. Sin embargo, las betalactamasas de las bacterias gramnegativas se localizan
intracelularmente en el espacio periplásmico que está rodeado por la membrana externa. Esta
membrana constituye una barrera para la penetración de substratos y hace necesario la disnxpción
previa de las células, mediante perlas de vidrio o por sonicación, para su posterior detección.
Existen varios métodos de detección de betalactamasas, como son los métodos
acidimétricos, iodométricos, microbiológicos y cromogénicos.
Los métodos cromogénicos son los más utilizados, ya que son los más rápidos y sensibles.
La betalactamasa hidroliza una sustancia cromogénica que tiene en su estructura un anillo
betalactárnico, de tal modo que se forma un compuesto con un espectro de absorción de luz visible
diferente al inicial. El método más utilizado es el de la hidrólisis de la nitrocefina. La nitrocefina es
una cefalosporina que fácilmente se hidroliza dando lugar a un compuesto de color rojo ladrillo a
partir del color inicial amarillo. Existen otras sustancias similares, también utilizadas como método
de detección de betalactamasas, como es el de la hidrólisis del PADAC (pyridiurn-2-azo-p-
dimethylandine chromophore), una cefalosporinasa cromogénica, cuya hidrólisis se visualiza
cuando alrededor de un cultivo se observa un halo decolorado.
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1.7.1.2 Caracterización de las betalactwnasas
1.7.1.2.1. Punto isoeléctrico.
El punto isoeléctrico (pI) es una propiedad característica de cada proteína. Es el punto de
pH en que la carga neta de la proteína es cero, cuando ésta se somete a un campo eléctrico en un
soporte geliticado, donde se ha establecido un gradiente de PH; es decir, cuando se somete al
isoelectroenfoque. En este punto la molécula no aporta carga eléctrica y queda inmovilizada
(enfocada) formando una banda bien definida. Mediante el isoelectroenfoque las proteínas se
separan y alinean como bandas en lazona de su pl obteniéndose un alto grado de resolución, ya que
existen Iberzas que impiden la difrisión de las proteínas y las concentran durante su separación.
Matthew y col. (1976) aplicaron esta técnica analítica para separar betalactamasas en tinas capas de
poliacrilamida. Cada betalactamasa debido a su naturaleza proteica tiene un punto isoeléctrico
determinado que le caracteriza y permite a su vez diferenciar si existe más de un tipo de enzima.
Posteriormente se pueden aplicar diferentes métodos de detección de estas bandas de pI, siendo el
más utilizado el método de la hidrólisis de la nitrocefina, El gel se cubre con una solución de
nitrocefina y se observan bandas de color rojo ladrillo en cada zona de pl. Esta técnica de
separación y tinción específica de betalactamasas pennite demostrar incluso bajos niveles de
actividad enzimática, de esta forma se pueden reconocer y comparar fácilmente las betalactamasas
de las diferentes cepas. Las betalactamasas generalmente se enfocan como una banda principal
seguida de bandas satélite. Se ha demostrado que existe una estrecha relación entre ellas mediante
inmunoisoelectroenfoque, utilizando antísueros frente al enzima altamente purificado, por lo que no
se considera que sean artefactos de la técnica, aunque la razón de su aparición es aun desconocida
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(Matthew, 1975). Los geles normalmente empleados son de poliacrilamida formando una matriz
que permite su separación. Sin embargo hay betalactamasas que tienen dificultad de migrar a través
de estos geles. Hood y col. (1989) describieron un nuevo tipo de gel para determinar el pI de las
cefalosporinasas de Acinetobacter, que migraban con dificultad en los geles de poliacrilaniida. Estos
geles estaban compuestos por agarosa, urea y sorbitol (AUS). Observaron que el problema era
inherente al uso de poliacrilarnida como matriz de separación, tal vez debido al elevado peso
molecular de las betalactamasas (mayores de 600 kD). Por otro lado se sugirió laposibilidad de que
las enzimas frieran poco solubles, emplearon este nuevo sistema que incorporaba detergentes para
solubilizar las enzimas. Realizaron un estudio comparativo con geles de poliacrilamida y AUS y
observaron que las betalactamasas en los geles convencionales migraban directamente al cátodo, sin
embargo en los geles AUS se produjo una separación adecuada en los diferentes pI. El uso de geles
con agarosa ya se había descrito previamente para la resolución de proteínas de peso molecular
mayor de 200 kD (Saravis, 1979). Vecoli (1983) ya había estudiado betalactamasas de bajo peso
molecular en estos geles, mostrando una adecuada migración de las mismas. Hood <1989) realizó
una modificación a los geles convencionales de poliacrilamida, a los que incorporé urea, pero se
observó una mala migración y distorsión de las bandas, probablemente debido a la poliacrilamida.
Por otro lado Olsson (1981) consideró que la presencia de urea podía afectar al pl dando valores
diferentes a los reales. A pesar de la técnica descrita por Hood (1989), hoy en día se siguen
utilizando principalmente los geles de poliacrilamida.
Otro problema a considerar en el isoelectroenfoque cuando se trata de betalactamasas de
alto pl, es su proximidad al cátodo. Al utilizarse como cátodo la solución de NaOH 1 M se puede
hidrolizar la nitrocefina que se extiende sobre el gel y dificultar la visualización de las bandas. Este
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problema se podría solucionar parcialmente cubriendo este área con un ácido débil antes de
extender la nitrocefina (Hood, 1989).
Mediante el estudio del pI podemos clasificar las diferentes betalactainasas, aunque es
necesario realizar otros estudios de caracterización complementarios, como son los estudios de
perfil inhibitorio y de perfil de hidrólisis de betalactámicos.
1.7.1.2.2. Perfil de hidrólisis de betalactámicos.
Se denomina así a la actividad hidrolítica del enzima frente a diversos antibióticos
betalactámicos. Este término da idea de la actividad del enzima. Para su estudio se suelen emplear
técnicas espectrofotométricas un tanto complejas, por lo que se han desarrollado otras técnicas
microbiológicas más sencillas, que permiten conocer el perfil de hidrólisis de manera cualitativa. Los
métodos microbiológicos no sólo penniten detectar lahidrólisis de los antibióticos, sino que además
se pueden utilizar para analizar nuevos antimicrobianos. Son bastante sensibles, aunque menos que
los métodos espectrofotométricos (Livermore, 1996).
Mediante las técnicas espectrofotométricas se puede determinar la capacidad de hidrolizar
los betalactániicos, y esto nos lleva a estudiar la cinética de las betalactamasas (Samuni, 1975;
Waley, 1974). Mediante la determinación de los diferentes parámetros enzimáticos de cada
betalactamasa., como es la velocidad maxuna (Vmax) para cada antibiótico, y la constante de
Mickaelis-Menten (km) o constante de afinidad del enzima por el sustrato, se podrán caracterizar y
clasificaren su grupo correspondiente. Dada la dificultad del estudio del perfil de hidrólisis mediante
métodos espectrofotométricos, se debe partir de unos requerimientos mínimos, como es el estudio
del perfil de hidrólisis de la bencilpenicilina y de la cefaloridina o cefalotina (Bush, 1995). La
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detenninación del perfil de hidrólisis de otros betalactámicos para nuevas betalactamasas dependerá
del fenotipo de resistencia de lacepa en estudio, siempre que sólo exista un tipo de enzima.
El perfil de hidrólisis como criterio de clasificación presenta la desventaja de que no puede
establecerse el número de betalactamasas diferentes presentes en la bacteria, sólamente su actividad
globalmente considerada. Por otra parte, los valores dependen del método de preparación, del
número de copias del plásmido y/o del estado de represión de las enzimas cromosonacas. Por ello,
no debe utilizarse como único criterio de clasificación, ya que existen enzimas diferentes,
particularmente las cromosómicas que muestran perfiles similares, pero si es útil cuando se utiliza
como complementaria de otras.
1.7.1.2.3. Perfil inhibitorio.
Estudiando la inhibición de la actividad hidrolitica de las betalactamasas éstas se pueden
clasificar en diferentes grupos. Se puede estudiar la inhibición por antibióticos betalactántcos (ácido
clavulánico, sulbactam, cloxacilina, etc.), que se suelen comportar como inhibidores competitivos o
“suicidas”, o por otros agentes como EDTA, p-c!oromercurobenzoato (pCMB>, o iones cloruro.
Para ello se establece el parámetro 1C50, que es la concentración de inhibidor requerida para inhibir
el 50% de la actividad betalactamasa, o el porcentaje de inhibición, que se expresa respecto a la
hidrólisis de nitrocefina, o de penicilina G, siendo en ambos casos del 100%.
El estudio de la inhibición por ácido clavulánico, sulbactam y otros inhibidores suicidas
permite diferenciar las betalactamasas cromosómicas de las plasmidicas. El estudio de la inhibición
por EDTA es fUndamental a la hora de diferenciar las betalactamasas de tipo “metalo-enzima” del
resto de enzimas que son las “serma-enzimas”. Las “metalo-betalactamasas” se unen e inactivan el
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anillo betalactámico a través de un resto de ion Zn. El EDTA, como agente quelante, capta el ion
Zn e impide su acción. El pCMB inhibe la actividad de aquellas enzimas con restos de cisteina,
esenciales para su actividad, como es el caso de algunas betalactamasas plasmídicas de tipo
oxacilinasa.
Se puede estudiar el perfil inhibitorio de manera cualitativa mediante el isoelectroenfoque.
Para ello se cubre el gel con el inhibidor tras realizar la electroforesis y posteriormente se añade la
nitrocefina. Si existe inhibición, las bandas de pI no se observan en el gel. La ICSO se puede
determinar mediante complejos métodos espectrofotométricos, o microacidimétricos. El método
descrito por Papanicolaou en 1990 ha supuesto un gran avance. Es un ensayo en el que se mide
fotométricamente la hidrólisis de la nitrocefina en presencia de 17 inhibidores. Este método es
válido cuando la cepa contiene un enzima dominante. La automatización permite cuantificar el
porcentaje máximo de inhibición de la hidrólisis de nitrocefina y el descenso de la inhibición con el
tiempo (cuando el máximo supere el 25% de inhibición). Es importante ya que al correlacionar los
resultados obtenidos con este método con la secuenciación de aminoácidos y el punto isoeléctrico,
parece ser que el perfil de inhibición refleja alteraciones en la configuración del sitio activo de las
betalactamasas.
1.7.1.3. Clasificacion de betalactamasas.
Las betalactamasas son la principal causa de resistencia bacteriana a antibióticos
betalactániicos y por ello han sido sujeto de estudios bioquímicos, microbiológicos y genéticos. Se
han descrito más de 190 proteínas bacterianas con la habilidad de interaccionar con una variedad de
moléculas con anillo betalactámico, que pueden servir tanto de sustrato como de inhibidores,
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Debido a la diversidad de características enzimáticas de las betalactamasas se han realizado
numerososestudios de clasificacion.
A lo largo de la historia han existido muchas clasificaciones diferentes. Ya desde 1968
Sawai diferenciaba las cefalosporinasas y penicilinasas en fUnción de su respuesta a diferentes
antisueros. En 1973 Richmond y Sykes incluyeron en su esquema todas las betalactamasas de
bacterias gramnegativas existentes en el momento y las agruparon en 5 grupos (1-y) en fUnción del
perfil de sustrato. Posteriormente Bush en 1989 incluyó los enzimas de todas las bacterias, siendo
este el primer esquema que intentaba correlacionar propiedades inhibitorias y de sustrato con la
estructura molecular, aunque ya desde 1980 Ambler las había agrupado en A, B, C, D en fUnción de
su estructura molecular, cuando sólo se conocían las secuencias de 4 aminoácidos. Es en este
momento cuando se separan las “serna-enzimas” de las “metalo-enzimas”. El esquema de
clasificación más reciente es el de Bush, Jacoby y Medeiros de 1995 en el que se pone al día el
anterior esquema de Bush (1989), relacionándose con las secuencias de las betalactamasas posibles.
Este esquema se correlaciona muy bien con el esquema de Ambler de 1980. En la tabla 1.4 se































































































































































































































































































1.7.1.4 Betalactomavas en Acinetobacter spp.
Goldstein afirmó en 1983 que las cepas de Acinetobacter son naturalmente resistentes a la
mayoría de los betalactámicos, especialmente a ampicilina y cefalosporinas. Sin embargo en estudios
anteriores (1972-77) la carbenidiina y las ureidopenicilinas (piperacilina) resultaron activas en un
70-80% de las cepas. La actividad de cefalosporinas de Y generación era variable, con gran
sensibilidad a ceflazidima (Joly-Giiillou, 1987). El rápido incremento de resistencia a
carboxipenicilinas y en menor grado a ureidopenicilinas y cefalosporinas de 3~ generación hizo
investigar la producción de diferentes enzimas inactivantes relacionadas con la resistencia antibiótica
en Acinetobacter.
La producción de betalactamasas parece ser uno de los mecanismos implicados en la
resistencia de Acinetobucter a los betalactámicos (Joly-Guillou, 1988). Joly-Guillou estudió la
actividad betalactamasa de 100 cepas aisladas en Francia desde 1981-1986. El 80% frieron
positivas, por lo que consideró que el mecanismo de resistencia a betalactámicos era




Las betalactamasas descritas en Acinetobacter se incluyen en distintos grupos dentro de la
clasificación de Bush (1995). La mayoría de estudios acerca de las betalactamasas en Acinetobacter
hablan del predominio de enzimas tipo cefalosporinasa (Joly-Guillou, 1988; Bergogne-Bérézin,
1995; Vila 1993). El carácter y naturaleza exacta de estas cefalosporinasas no está todavía lo
suficientemente claro. Existe el acuerdo de que pertenecen al grupo 1, similares a las que
producen Protew=spp. y Citrobacter spp., según el esquema clasificatorio de Bush (1995).
Estas betalactamasas, con pl superior a 8, se caracterizan por ser “serma-enzimas”, no se
inhiben por tanto por EDTA, ni por ácido clavulánico, pero sí por cloxacílina.
Desde 1977, se habla de las cefalosporinasas en Acínetobacter, como causantes de la
resistencia a las cefalosporinas (Morohosi, 1977). Otros estudios posteriores, hacen referencia
de nuevo a estas enzimas, todas ellas muy similares en cuanto a pi y peso molecular, aunque
con cxerta heterogeneidad entre unas y otras (1-Iood, 1989; Hikida, 1989; Blechschmidt, 1992),
Perillí, en 1996, logra caracterizar alguna de estas enzimas con mayor detalle, demostrando sus
diferentes propiedades cinéticas, con respecto al resto de cefalosporinasas del grupo 1.
Asimismo considera que dentro de las cefalosporinasas de Acinetobacter, existen diferencias en
las de A. baumannil y las de A. lwof/h.
1.7.1.4.2. Pen¡cil¡nasas.
Se ha descrito en Acinetobacter otro tipo de enzimas, generalmente asociadas a las
cefalosporinasas, como son las enzimas plasmídicas tipo TEM (TEM- 1 y TEM-2)., tipo CARB
(CARB-5) y tipo OXA.
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TEM-1 y TEM-2 son enzimas plasmídicas bien caracterizadas, encuadradas en la clase
A grupo 2b, de la clasificación de Bush (1995). No sólo se han descrito en Acinetobacter, sino
en la mayoría de las enterobacterias. Se encuentran codificadas por un plásmido que confiere
resistencia a aminoglucósidos. Se caracterizan por tener un pI de 5,4 y por ser inhibidos por
ácido clavulánico, sulbactam y no por cloxacilina.
CAR.B-5 se encontró hacia 1989 en algunos aislamientos de Acinetohacter con alto
nivel de resistencia a ticarcilina (CMI de ticarcilina: >512 mg/l) y a otros betalactámicos, pero
que eran sensibles a ticarcilina/clavulánico (CMI de ticarcilina/clavulánico: 128 mg/I). Estos
niveles de resistencia se habían asociado previamente a las enzimas TEM- 1, hasta que
posteriormente se describió esta nueva betalactamasa, a la que se consideró responsable. La
enzima CARB-5 es una carbenicilinasa a la que principalmente se atribuye la resistencia a
ampicilina, ureidopenicilinas y piperacilina. Pertenece al grupo 2c, clase A, hidroliza la
carbenicilina, se inhibe por ácido clavulánico, sulbactam y pCMB. Presenta un peso molecular
de 28 kD y un pl de 6,3, que le diferencia de otras carbenicilinasas plasmídicas descritas en
bacterias como 1>. aerug¡nosa. Por este motivo, se le denominó en un principio PSE. Los
estudios de perfil hidrolítico y de inhibición han permitido diferenciarlas de otras
betalactamasas de espectro ampliado que tienen el mismo pl, como es la CTX- 1. Desde su
primer hallazgo, en 1989, no se han descrito muchos casos de Acinetobacter portadores de
este enzima plasmídico
Las oxacilinasas, enzimas pertenecientes al grupo 2d clase D (Bush, 1995), implicadas
en la resistencia a las penicilinas isoxazólicas, también han sido descritas en Acinelobacter.
Dentro de los cinco grupos de oxacilinasas, las OXA-2 y OXA-3 presentan propiedades muy
similares. Una derivada de la OXA-3, la OXA-21 se ha descrito muy recientemente como la
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primera enzima de su clase hallada en este microorganismo. La OXA-21 con un pI de 7, se
encontró en un aislamiento de Acinetobacter baumanniz que además producía una
betalactamasa TEM-1 y una cefalosporinasa cromosómica. La cepa presentaba resistencia a
todos los betalactámicos excepto a cetiazidima, cefiriaxona, ceflizoxima y a imipenen, y el gen
que la codificaba estaba localizado en un integrón (Vila, 1997).
1.7.1.4.3. Betalactamasas de espectro ampliado (BLEA)
Un especial interés tienen dentro de las enzimas plasmidicas las betalactamasas de espectro
ampliado (BLEA). Desde un punto de vista cinico, la repercusión mayor es en la gran limitación
terapéutica que condiciona su espectro de hidrólisis, sobre todo en infecciones en las que se
consideran fármacos de elección. Por otro lado estas enzimas se han aislado de forma esporádica,
luego su repercusión es variable. Joly-Guillou (1990) describió una cefalosporinasa con pI de 7.7 en
un aislamiento de Acinetobacter resistente a ticarcilina, cefoxitina, cefotaxima y cetiazidima. El
perfil inhibitorio de la betalactamasa era diferente (se inhibía por ácido clavulánico pero no por
cloxacilina). Por otra parte la coincidencia en el tiempo, con la aparición de un brote por Klebsiella
multin’esistente, hizo pensar que estos aislamientos de Klebsiella podían haber transferido el
plásmido. Por este motivo se consideró la posibilidad de que se tratara de una betalactamasa de
espectro ampliado. No ha habido más datos acerca de esta ceftazidimasa, hasta que en 1993 se
encontró este enzima en un 11% de los aislamientos de Acinetobacter obtenidos en un Hospital de
Barcelona, a partirde diferentes frentes epidémicas (Vila, 1993).
Al mismo tiempo se ha descrito muy recientemente la aparición de BIFAS tipo PER- 1 en un
43% de cepas de Acinelobacter en Turquía. Parece ser que estas betalactamasas se están
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extendiendo únicamente por este país, ya que no se han obtenido más datos sobre estos enzimas en
otros lugares (Vahaboglu, 1997; Nordmann, 1998).
1.7.1.4.4 Resistencia a Carbapenémicos mediado por betalactamasas.
1.7.1.4.4.1. Carbapenemasas.
La aparición de cepas resistentes a imipenem puede plantear señas dificultades a la hora de
tratar estas infecciones de Acinetobacter multirresistente. Aunque no hay demasiados casos existen
betalactamasas implicadas en la resistencia a imipenem. La primera carbapenemasa encontrada en
Acinetobacter, ARI- 1, descrita por Paton y col. (1993), procedía de una cepa de Acinetobacter
bamnannil aislada en 1985 a partir de un hemocultivo. Este aislamiento presentó resistencia a todos
los betalactámicos (incluido imipenem y cefalosporinas de Y generación). Se determinó por
isoelectroenfoque su pi y se observó una banda de 6,65, junto a otras de pI mayor de 9, que
parecían ser cefalosporinasas cromosómicas. ARI- 1 ha sido asociada con la resistencia a imipenem,
penicilinas y cefaloridina, pero no a las cefalosporinas de 2~ y y generación como ceifiroxima,
cefotaxima y ceflazidima. No se trata de una “metalo-enzima”, pues no se inhibe por EDTA,
además no se inhibe por ácido clavulánico, ni por p-CMB. Posteriormente Scaife (1995), intentó
demostrar la localización plasmidica de esta betalactamasa, logrando por primera vez la
transferenciade la resistencia a imipenem a través de plásmidos, dentro del géneroAcinetobacter.
Desde la aparición de ARI- 1, se han descrito otras betaiactamasas que causan resistencia a
imipenem, aún no bien caracterizadas. En Brasil se ha descrito una betalactamasa con pl de 7,4, 6,7
y 5,9 en un aislamiento de Acinetobacter baumannñ, que presentaba una CMI a imipenem de 8-12
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mg/l. La actividad carbapenemasa se deniostro en este enzima por la hidrólisis de iniipenem
mediante el método microbiológico (Costa, 1996).
En Argentina se ha descrito recientemente un brote (Brown, 1996) por cepas de
Acínetobacter resistente a carbapenémicos, con CMIs a imipenem: 8-32 mg/l y a meropenem: 4-8
mgfl. En estas cepas encontraron la presencia de una betalactamasa de pI 5,8, 6,5 y 6,8. Los
extractos se inhibieron por ácido clavulánico, por iniipenena y por BRL427 15. No se conoce aún la
naturaleza “metalo-”o”serina-enzima”.
1.7.1.4.4.2 Oxacilinasas.
Las oxadiinasas son enzimas plasmidicas que pertenecen a la clase molecular D, y están
incluidas en el grupo 2d de la clasificación de Bush (1995). Se caracterizan por su acción hidrolítica
hacia las penicilinas isoxazólicas, y hacia otras penicilinas. Sin embargo, hasta muy recientemente no
se les habíaimplicado en la resistencia a carbapenémicos. El primer caso de oxacilinasa que confiere
resistencia a imipenem ha sido publicado por Horstein y col. en 1997. Se trata de un enzima con un
pI de 6,3 que afecta a las penicilinas isoxazólicas, a las cefalosporinas de 1~, ? y aunque algo menos,
a las de 3~ generación. Esta betalactamasa procedía de una cepa de Acinetobacter baumannñ que
presentaba una CMI a imipenem de 32 mg/l. Los estudios del perfil de hidrólisis y de inhibición
permitieron encuadrarla en este grupo, demostrando a su vez que por la ausencia de inhibición por





Las cefalosporinasas pueden jugar un papel en la modificación de la sensibilidad a imipenem
cuando se combinan con otros mecanismos de resistencia como es la modificación de las OMPs o
alteración de las PBPs (Dib, 1994).
Se han descrito casos de resistencia a imipenem en cepas de Enterobacter, debido a una
hiperproducción de cefalosporinasas cromosómicas del grupo 1, que además de hidrolizar
iniipenem, presentaban una disminución de la permeabilidad celular (Bush, 1985; Then, 1988). De
manera similar se describió en 1993 la aparición de dos aislamientos clinicos de Enterobacter en los
que se demostró no sólo la hiperproducción de estos enzimas, sino que a diferencia de lo que
ocurría en el caso anterior no se había producido una alteración de las proteínas de la membrana
externa (Thomson, 1993).
1.7.1.5. Localización genética ck las betalactamasas.
1.7.1.5.1. Betalactamasas cromosómicas.
Las betalactamasas cromosáinicas son enzimas codificadas por genes estructurales del
cromosoma bacteriano. El conjunto de genes implicados en la expresión y regulación de las
betalactamasas cromosómicas se conoce como operón bici (Chamberland, 1989). Se han descrito
principalmente en las gramnegativas, y son características de género y/o especie, por lo que, salvo
las células que por mutación no producen betalactamasas, o el extracto no es activo sobre el anillo




En la mayoría de las bacterias se expresan constitutivamente a niveles muy bajos, por lo que
no contribuyen al nivel de resistencia. Sin embargo en algunas especies son inducibles (Bennett,
1993; Gootz, 1982). Se caracterizan porque su producción está sometida a un control negativo. Su
producción sólo tiene lugar en presencia de un inductor y en ausencia de éste la producción está
inhibida (reprimida). En toda la población bacteriana existen células portadoras de genes alterados
por mutación. Si el gen mutado es el que codifica la producción de betalactamasa, la consecuencia
puede ser una célula no productora, o bien una célula hiperproductora. Si se da hiperproducción,
esto supone producción de mayor cantidad y se puede dar el paso a ser constitutivo o
semiconstitutivo.
Las betalactamasas cromosómicas interesan en clínica por su papel limitante en la eficacia
de los antibióticos y por la posibilidad de que, en el curso del tratamiento, causen resistencia
adquirida por alteración de la regulación (hiperproducción) a los antibióticos de espectro ampliado
(cefalosporinas de Y generación y monobactámicos). Se han descrito casos de fallo terapéutico a
antibióticos a los que los microorganismos eran inicialmente sensibles (Beckwith, 1980; Sanders,
1983). En algunas especies como E. coli la hiperproducción es poco frecuente, en otras especies
que expresan cefalosporinasa de producción inducible puede llegar a serimportante. El clínico ha de
plantearse laposibilidad de que se seleccionen cepas hiperproductoras en pacientes hospitalizados y
tratados con preparados poco inductores.
Existen inductores potentes, como imipenem, cefoxitina e inductores débiles, como
aztreonan,, cefalosporinas de Y y y generación, y las ureidopenicilinas. Con un inductor potente,
pero activo, existe poco riesgo de selección de mutantes, luego existe menor riesgo de causar
resistencia. Sin embargo los inductores débiles seleccionan mutantes y al mismo tiempo son lábiles a
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la acción del enzima, por tanto pueden dar lugar a la producción de cepas mutantes desreprimidas
estables (Minami, 1980).
En un estudio sobre las betalactamasas inducibles de C. freundii (Appelbauni, 1994), sc
llegó a la conclusión de que la labilidad del antibiótico era un factor más importante en determinar si
un compuesto seleccionaba o no mutantes desreprimidos, que el poder inductor de dicho
compuesto. Se comprobó porqué inductores Ibertes como cefoxitina e inductores débiles como
cefotaxima y ceftazidima, seleccionaban mutantes desrepiiniidos, y sin embargo imipeneni, que era
potentemente inductor pero muy estable a la acción de las betalactamasas, apenas seleccionaba
dichos mutantes.
El problema de las infecciones por cepas productoras de betalactainasas inducibles supone
la necesidad de hacer seguimiento de la sensibilidad en el curso del tratamiento de estas infecciones,
y ante un paciente infectado por una cepa hiperproductora, evitar la posibilidad de la difusión clonal
de la misma.
Mediante las técnicas de dillisión normalmente empleadas para realizar estudios de
sensibilidad, no se pone en evidencia el carácter inducible de las betalactamasas. Para ello existen
métodos de sensibilidad especiales (Huber, 1994). Sanders propuso en 1979 una prueba de difusión
en disco, que consistía en colocar discos de cefoxitina al lado de los antibióticos a estudiar. Se
consideraba inducción si se producía una reducción del halo de inhibición del antibiótico de más de
4 cm. Posteriormente Nadal (1993) sugirió emplear la misma técnica como rutina, modificando la
distanciaa más de 1 cm. Otros estudios más recientes recomiendan 2 distancias diferentes, entre 1,5




La producción de cefalospoiinasas cromosómicas por parte de las especies de
Acinetobacter es un hecho muy estudiado. Sin embargo no está tan estudiado el que éstas se
produzcan de manera inducible o constitutiva. Algunos autores intentan explicar la elevada
resistencia a cefalosporinas de 3~ generación en Acinetobacter, como consecuencia de la
hiperproducción de betalactamasas inducibles, pero aún quedan muchos estudios pendientes
por hacer, que demuestren si estas enzimas son inducibles, constitutivas, o bien si coexisten los
dos tipos de enzimas en la misma bacteria (Morohosi, 1977; Bauerfeind, 1986; Blechschmidt,
1992; Danés, 1998).
1.7.1.5.2. Betalactamasas plasmidicas.
Así como la resistencia bacteriana a antibióticos, adquirida por mutación, será puntual y
diticilmente transmisible, la resistencia adquirida por plásmidos o transposones puede ser múltiple a
varios antibióticos y permite su transmisión por conjugación a otras bacterias de la misma o de
diferente especie. La resistencia cromosómica, sólo se expresará mediante presión selectiva del
antibiótico que pondrá de manifiesto la población resistente. Algunos genes de resistencia a
antibióticos en forma no transferible pueden unirse a un plásmido transferible. La distinción, por
tanto, entre enzimas mediadas por plásmidos y cromosomas no puede ser muy estricta debido a la
posibilidad de translocación de genes entre los plásmidos y el cromosoma. Las betalactamasas
plasmídicas tienen mucha importancia en cuanto a que permiten una mayor difusión de la resistencia
bacteriana, lo que ha dado lugar a numerosos brotes epidémicos en el medio hospitalano.
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Existe la evidencia de que la resistencia en Acinetobacter a las penicilinas, aminoglucósidos,
tetraciclinas y sulfonamidas está mediada por plásmidos. En un aislamiento de Acínetobacter que
presentaba resistencia a ampicilina, cloranfénicol, kanamicina, estreptomicina, sulfonamidas y
trimetropin se demostró la presencia de un plásmido de 167 kb, que tras el curado de la cepa hizo
perder la resistencia simultáneamente a todos los antimicrobianos. Se observó que este plásmido
transportaba genes que codificaban el enzima ‘[EM- 1, así como la fosfotransferasa APH(3‘)(5’) y la
adeniltransferasa AAD(3)(9). De esta manera se pudo explicar la resistencia a ampicilina y a los
aminoglucosidos, sin embargo el mecanismo de resistencia a cloranfénicol y a las sulfonamidas fUe
desconocido (Goldstein, 1983).
Este plásmido pertenece a un grupo de plásmidos ubicuos en la naturaleza y muy
frecuentemente encontrados en otras bacterias, como son las entembacterias, Aero~nonas
/zydrophila, Pseudomonas aeruginosa y Vibrio cholerae. Este hecho hace pensar en la facilidad con
la que este tipo de plásmidos se transfiere de unos géneros a otros, incluyendo por tanto, al género
Acinetobacter.
Se han descrito otros casos de betaiactamasas mediadas por plásmidos en Acinetobacter,
como es el de ARt- 1. Su enorme interés radica en que este enzima es responsable de la resistencia a
imipenem además de a otros betaiactán,icos, y por primera vez tras su descripción en 1993, se logró
transferirel plásmido que le codificaba a una cepa de Acinetobaclerjunñ (Scaffe, 1995).
Los integrones son elementos genéticos móviles implicados en la resistencia antimicrobiana.
Recientemente se ha detectado en una cepa de Acinetobacter multirresistente la presencia de un
integrón, cuya secuencia parcial demostró que poseía al menos dos genes de resistencia, uno que
codificaba un enzima inactivante de aminoglucósidos (Md 2’), y otro que codificaba una
betalactamasa de tipo oxacilinasa (Vila, 1997). Se ha comprobado, además que algunos genes, que
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codifican enzimas inactivantes de aminoglucósídos como es el gen de la AAD(3”) y de la AAC(3)-I
(que inactivan estreptomicina y gentamicina respectivamente) son vehiculizados en un transposón
(Devaud, 1982). Así pues, en Acinetobacter se puede producir fácilmente la adquisición de
elementos genéticos móviles que conllevan múltiple resistencia (Rudant, 1998). La ubicuidad de
este microorganismo y el hecho de que pueda sobrevivir durante tiempo en ambientes húmedos
compartiendo su nicho ecológico con otros microorganismos facilitará la transferencia de material
genético.
1.7.2. Alteración de la permeabilidad de la membrana externa.
1. 7.2.1. Prolemas de membrana externa.
La pared celular de las bacterias gramnegativas está constituida por una capa delgada de
peptidoglicano rodeada por una bicapa lipídica asimétrica que forma la membrana externa. Entre
esta membrana y la membrana interna o citoplasmática se encuentra el espacio periplásniico donde
se localizan proteínas (betalactamasas) y polisacáridos aniónicos. La membrana citoplasmática actúa
de barrera para lapenetración de moléculas hidrófilas al citoplasma.
La membrana externa posee dos láminas lipidicas, una interna formada por fosfolípidos y
otra externa que contiene el lipopolisacárido (LPS), de ahí la asimetría anteriormente referida. El
LPS por su composición de ácidos grasos saturados contribuye a dificultar la difusión a través de
esta membrana.
La estructura de la membrana externa constituye una barrera para la difUsión de muchos
compuestos nocivos para labacteria (antimicrobianos, enzimas líticas, etc.), pero también dificulta la
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penetración de nutrientes y eliminacion de detritos. Para obviar esta situación posee unos poros de
naturaleza proteica que permiten el paso de compuestos hidrofilicos.
Aproximadamente la mitad de la membrana externa está compuesta por proteínas, de las
que cada especie posee entre 50 y 100 tipos distintos. De estas proteínas de membrana externa
(outer membrane proteins, OMP), sólo unas pocas (menos de 5 a 10) tienen un número de copias
en tomo a 100.000 por bacteria, por lo que se denominan OMPs principales. Estas OMPs
principales incluyen varios tipos funcionales de protemas, como son las lipoproteinas, que
contribuyen a la estabilidad de la membrana externa, y las proteínas formadoras de poros hidrófilos,
entre las que distinguimos las potinas que forman poros inespecíficos, y los poros específicos (entre
los que destacamos la OprD2 de P. cieruginosa), que facilitan la difUsión de determinados
compuestos.
Se han identificado y caracterizado más de 40 porinas en más de 32 especies bacterianas,
dentro de 10 familias de bacterias gramnegativas. Aparte se han descrito también en mitocondrias,
cloroplastos y más recientemente en micobacterias (Sehulz, 1993). Se ha observado que su
estructura es muy similar en todas ellas, incluso entre bacterias taxonómicamente diferentes. Las
pomas son unas proteínas acidicas (pI cercano a 5) dispuestas en láminas [3, con una parte
hidrófoba (en contacto con el interior de la membrana externa), y otra hidrófila que forma unos
canales acuosos de difusión, permitiendo la entrada de solutos hidrofihicos. El interior del canal de la
poma contiene aminoácidos cargados cuyo número y posición determina la selectividad a los iones
que lo atraviesan. Pueden ser selectivos a cationes o aniones. Esta selectividad refleja la mayor o
menor facilidad de penetración de los antibióticos cargados (Hancock, 1987). Las pomas suelen
existir en forma de trimeros y el tamaño del monómero suele oscilar entre 30 y 50 kDa. Están
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asociadas por enlaces hidrófobos a] LPS y al péptidoglicano y son muy estables, resistiendo la
disociación por calor y detergentes como el dodecilsulfato sódico (SDS) (Hancock, 1987). El
control de la producción de estas proteínas está estrechamente regulado por las condiciones
ambientales (Martínez-Maninez, 1995).
En E. coil K-12 se han estudiado 3 OMPs principales (OmpA, OmpC y OmpF), de las que
solamente se consideran las dos últimas como porinas. En otras especies de enterobacterias se han
descrito múltiples tipos de OMPs, muchas de ellas similares a las de E. cali que, en principio,
podrían ser las correspondientes pomas.
En el caso de los gramnegativos no fermentadores es algo diferente. Parece ser que
producen tipos sencillos de pomas, características de cada especie. Se han identificado pomas en
especies de: N gonorrheae, Aeromonas salmonicida, Brucella spp., C. trachomatis,
Rhodopseudomonas capsulata, R. spliceroides, P. aeruginosa.(Nikaido, 1985). En P. aeruginosa
la principal OMP es una porina denominada OprF, que resulta poco eficaz puesto que en la mayoría
de los casos impide la difusión de moléculas a través suyo. Sin embargo la OprD2 es la proteína más
importante desde el punto de vista de resistencia antimicrobiana, y funciona como poro especifico
permitiendo el paso de aminoácidos dibásicos.
Existen pocos estudios acerca de las OMIPs en Acinetobacter, que de comportarse como
pouinas podrían explicar la elevada resistencia antiniicrobiana que presenta este microorganismo.
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¡.7.2.2. Papel de lasponnas en lapermeabilidadde la membrana externa Naturaleza porina de
las OMPs.
En la mayoría de los trabajos sobre permeabilidad de membrana externa se ha asumido el
papel de las OMPs como porinas, tras su estudio mediante electroforesis en geles de poliacrilamida,
pero en pocos casos se han obtenido preparaciones purificadas de OMPs que permitan estudiar
verdaderamente sus propiedades funcionales y demostrar que la OMP perdida sea realmente una
porina. Las pomas se pueden aislar por diferentes métodos, para postenormente estudiarlas más a
fondo. Nurminem (1978) ya había descrito un método de aislamiento de porinas, basado en la
resistencia de éstas a la tripsina. Posteriormente, Nikaido (1983) utilizó un nuevo método de
purificación de porinas que se basaba en la asociación no covalente de éstas al péptidoglicano.
Martínez-Martínezen 1996, combinó ambos métodos para aislar las porinas de 4 aislamientos de K
pneumon¡ae productor de betalactaniasa de espectro ampliado. Se comprobó cómo el material
asociado al péptidoglicano y resistente a la acción de la tripsina, al separarlo por cromatografia y
someterlo a electroforesis SDS-PAGE teñida con Azul de Coomasie, contenía una sola <iMP de 35
kD. Para confirmar que la porina había quedado aislada observó, mediante electroforesis SDS-
PAGE teñida con plata, que no contenía restos de LPS, por lo que se pudo demostrar la naturaleza
porina de estas OMPs (Martinez-Martine4 1996).
Una vez lograda lapurificación de las OMPs, el ensayo más utilizado es el del hinchazón del
liposoma. Se preparan proteoliposomas que contengan la <iMP purificada y que en su interior
contengan moléculas a las que son impermeables. Cuando estos liposomas se añaden a una solución
isotónica de un soluto (azúcar, iones, antimicrobiano, etc) al que se supone va a ser permeable la
poma, la penetración del mismo conlíeva a la entrada de agua, produciendo el hinchazón de los
63
Introducción
liposomas. Se origina de esta forma una disminución del índice de refracción de la suspensión, que
puede medirse mediante espectrofotometría.
Otra forma de demostrar el papel de las OMPs como pomas, es mediante estudios de
cíonaje. Martínez-Mártinez (1996) confirmó el papel de la <iMP de K pneumoniae como poma
donando el gen codificador en una cepa sin porinas y comprobando que la expresión de ésta hacía
que la bacteria fiera sensible a cefalospominas a las que era inicialmente resistente (Martínez-
Martínez, 1996).
1.7.2.3. Resistencia a antimícrobíanos por alteraciones de la membrana externa
La penetración de los antinijerobianos a través de las porinas depende en gran medida de
sus propiedades fisico-quinúcas, y en particular de la hidrofobicidad, del tamaño y de la carga
eléctrica neta. El proceso no requiere energía y su velocidad es directamente proporcional a la
concentración de antimicrobiano en el medio extrabacteriano <jNikaido, 1985).
Los betalactámicos menos hidrófobos, como son las cefalosporinas respecto a las
penicilinas, penetran mejor a través de las pomas. El tamaño del antibiótico y de la porina es un
factor importante en ladifusión a través de estos canales proteicos. El efecto negativo del tamaño es
mayor en las pouinas de menor diámetro; se ha comprobado experimentalmente que, ceifazidima,
cefoperazona y cefiriaxona, que difUnden bien a través de OmpF, lo hacen mucho peor a través de
OmpC, ya que ésta tiene menor diamétro (Nikaido, 1983).
La penetración también depende de la carga eléctrica de la molécula. Las cargas aniónicas
inhiben el paso de las cefalospominas, y este efecto es aún mayor al considerar las células completas.
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En cambio moléculas pequeñas zuiteriónicas como ampicilina, y especialmente iniipenem penetran
fácilmente.
Existen otras vías de difUsión a través de la membrana externa. El lipopolisacárido de la
membrana externa permite lapenetración de los antibióticos que tienen cierto grado de lipofilia (por
ej. algunas quinolonas, tetraciclinas, etc.), penetrando solamente la fracción no cargada (Martínez-
Martínez, 1995). Cuando se producen alteraciones del LPS la resistencia disminuye, pero hay pocos
casos en los que la alteración del LPS esté directamente relacionado con la resistencia a
antimicrobianos,
Otra posibilidad de difUsión es la penetración por autopromoción. Los policationes como la
polimixína 13 interaccionan con los puentes de unión entre moléculas contiguas de LPS mediado por
cationes divalentes (Nikaido, 1985), de modo que los desplazan de fonna competitiva rompiendo la
disposición fisiológica del LPS e incrementando la permeabilidad de gran número de moléculas,
incluida la de ellos mismos.
Los betalactánficos, en general, utilizan preferentemente la vía de las porinas para penetrar
en la bacteria. Las catecolceflulosporinas atraviesan la bacteria utilizando porinas específicas para
complejos sideróforos-hierro (Curtis, 1988). Imipenem atraviesa la porina OprD2 de P. aerug¡nosa
gracias a su analogía estructural con los aminoácidos dibásicos, el sustrato natural de este canal
(Trías, 1990).
La disminución en el número o tamaño de las proteínas de la membrana externa (OM?P) de
las bacterias produce una disminución de la permeabilidad celular dando lugar a la resistencia a
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muchos antibióticos, por ello la evaluación de la permeabilidad de las OMPs es indispensable para
estudiar la eficacia de los betalactániicos (Novelli, 1995). Hay que considerar que un
microorganismo nunca pierde completamente todas sus pomas y que la existencia de un número
bajo de copias de poma podría aún permitir la penetración suficiente de antibiótico para inhibir su
diana.
P. aeruginosa a pesar de poseer canales de pomas de grandes dimensiones, estos poros
están abiertos en pequeña proporción, siendo ésta la razón predominante de la alta resistencia
intrínseca que exhibe dicha especie frente a antibióticos betalactámicos (Nicas, 1983).
La membrana externa de P. aeruginosa, S. maltophilia, P. cepacia es del orden de diez a
cien veces menos permeable a azúcares y antibióticos que la membrana externa de E. cok. (Nikaido,
1982?). En 1991, Sato y Nakae realizan un estudio en el que se determina el coeficiente de
permeabilidad de cefalosporinas zuiteriónicas (cefalexina, cefaclor, cefazolina, etc.) hacia la
membrana externa de Acinetobacter. Lo estudian en una cepa de Acinetobacter calcoaceticus
ATCC 19606, y observan que es de 2 a 7 veces menor que el coeficiente de permeabilidad del
mismo antibiótico para P. aeruginosa, deduciendo que la membrana externa de Acinetobacter es
incluso menos permeable que la de Pseudomonas spp.. Observan que esta cepa posee dos OMPs
minoritarias (minor), una de ellas de 45 kD, que aparecen en una cantidad menor del 5% del total
de sus proteínas de membrana externa. Mediante el estudio del hinchazón del liposoma identifican
estas OMPs como pomas y observan que, el porcentaje de difusión de carbapenémicos y
cefalosporinas zuiteriónicas hacia el liposoma que contiene la OMP es de 1-3%, si se compara con
la membrana externa de E colí Estudian el tamaño del poro mediante la difusión de diversos
azúcares hacia dicho liposoma observando que esta difUsión es de un 10% respecto a la OmpF de
E. cok. De todos estos resultados confirman su hipótesis de que la baja permeabilidad de
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Acinetobacter a los antibióticos se debe a que poseen unas ponnas de pequeño diámetro,
producidas en una cantidad minoritaria, estando ambos fenómenos relacionados (Sato, 1991).
Obara y Nakae en 1991 de nuevo hablan de una disminución de la permeabilidad de la
membrana externa hacia solutos hidrofilicos relacionada con la presencia de bajo número de porinas
de tamaño pequeño. Seleccionan aislamientos mutantes resistentes a cefoxitina, cefoperazona y
ceflazidinia y comparan las pomas de éstos con las de las cepas parenterales, comprobando que
existe la disminución de 46,5 kD en todos los mutantes.
1.72.4. Complementación entre ímper¡neabd¡dady mecanismos de inactivación o eliminación
La disminución de la permeabilidad de la membrana externa no produce necesariamente una
subida de la CMI, si el betalactámico no está inactivado por otros mecanismos. El efecto de la
permeabilidad disminuida se incrementa por la presencia de un mecanismo enzimático efectivo,
como es la producción de betalactamasas, uno de los mecanismos de complementación de la
impermeabilidad de lamembrana externa que mejor se ha estudiado.
El que un antibiótico llegue con éxito a la diana, se calcula mediante el índice de acceso a la
diana (target access índex) TAl. Este índice refleja el balance entre la barrera de la penneabilidad y
la producción de betalactamasas, es proporcional al coeficiente de penneabilidad de la droga, e
inversamente proporcional al porcentaje de inactivación del antibiótico en el periplasma. A su vez se
relaciona con la CMI de esta manera:
CMI = Cinh (TAL’ ±1),
donde CinJi es una constante de cada antimicrobiano para cualquier especie, que
indica la concentración de droga necesaria para inhibir la diana.
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No se pueden obtener conclusiones respecto a que la disminución de OMPs sea la causa de
una elevación en la CMI, sólo por constatar que los mutantes deficientes de porinas elevan este
valor, ya que puede ocurrir que tales mutantes no suban la CML hasta el punto en el que sea
detectado, para ello habría que analizar los datos de forma cuantitativa utilizando el TAJ (Nikaido,
1989).
Las betalactamasas hidrolizan al betalactámico que llega al periplasma impidiendo que
alcance concentraciones suficientes para inhibir de forma efectiva las PBP. Este mecanismo explica
que con frecuencia, las cepas deficientes en pomas sean más resistentes a los betalactámicos que a
otros grupos de antimicrobianos.
La resistencia de E. cloacae y P. aeruginosa a carbapenémicos o el incremento de
resistencia a cefalosporinas de tercera generación en K pneumoniae productor de betalactamasas
de espectro ampliado con frecuencia se debe a este doble mecanismo (Trías, 1990; Lee, 1991).
En el caso de Acinetobacter, Joly-Guillou (1988) intentó explicar la multirresistencia en
cepas betalactamasa (negativa), como una alteración de las <iMP. Al mismo tiempo, la actividad
betalactamasa que presentaba la mayoría de las cepas estudiadas no era suficiente para explicar el
alto grado de resistencia a betalactámicos de amplio espectro, por lo que consideraron que este
último mecanismo podría ser el principal factor que contribuye a la resistencia a betalactámicos.
Este mismo autor consideró que la resistencia intrínseca de Acinetobacter spp. a los betalactámicos
se podría interpretar como una asociación entre la producción de betalactamasas constitutivamente
y una disminución de la permeabilidad de la membrana externa.
1.7.2.5. Resistencia a carbapenémicos debido a alteraciones de las OMPs.
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Este mecanismo de resistencia tiene especial interés para el caso de los carbapenémicos. La
resistencia a imipenem se ha asociado en muchas ocasiones a la disminución o ausencia de OMPs
para el caso de numerosas bacterias, como Pseudomonas, Enterobacter y Proteus (Livermore
1992; 1993; Raimondi 1991). La OMP específica asociada con esta resistencia se piensa que
funciona como porina para imipenem. En P. aeruginosa se ha estudiado el papel de OprD2, una
proteína específica de 46 a 48 kD, que permite el paso de aminoácidos dibásicos y de imipenem,
pero no de otros betalactáinicos. Su pérdida se relaciona con la resistencia a este antibiótico.
En algunos casos aislados la resistencia de Acinetobacter se debe a la asociación de
alteraciones de la permeabilidad y alteración de la diana del antimicrobiano. Dib y col. (1994)
muestran un caso de resistencia a imipenem en un aislamiento de Acinetobacter, debido a la
disminución de una OMP de 46 kD, asociada a la disminución de la expresión de 2 PBPs de 80 y 90
kD, las cuales tienen gran afinidad por este antiniicrobiano. Al mismo tiempo esta cepa presentó
actividad cefalosporinasa, por lo que consideró, en este caso, que los tres mecanismos pueden estar
implicados en la resistencia a imipenem.
De nuevo Clark en 1996, demostró la resistencia a imipenem debido a una alteración de la
permeabilidad de la membrana externa. Estudió el mecanismo de resistencia a imipenem en dos
cepas de Acinetobacter baumannii, un aislamiento clínico resistente a imipenem junto a su cepa
isogénica, que de manera espontánea había revertido a sensible. Observó que ninguna de las
betalactamasas presentes en estos aislamientos hidrolizaban imipenem. Sin embargo, mediante el
estudio por SDS-PAGE de las OMPs de ambas cepas, observó una marcada disminución de una
proteína de 33-36 kDa en la cepa resistente a imipenem, a diferencia de la cepa isogénica sensible.
Por ello consideró que la resistencia a imipenem en Acinetobacter baumannii está asociada a la
expresión disminuida de OMPs de 33-36 kDa.
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No en todos los casos se ha asociado la resistencia a imipenem a la disminución de OMPs.
Gerhlein (1991), estudiando aislamientos de Acinetobacter sensibles a imipenem observó que los
perfiles de OMPs de estas cepas y de sus correspondientes mutantes resistentes eran idénticas.
Más recientemente, Costa y col, caracterizaron (1996) una carbapeneniasa hallada en varios
aislamientos clínicos de Acinetobacter baumannil resistente a imipeneni, obtenidos de pacientes
tratados previamente con dicho antibiótico. Sin embargo observaron que el perfil de OMPs era
idéntico, tanto en los aislamientos sensibles como en los resistentes.
1.7.3. Alteración de las proteínas fijadoras de penicilina.
La modificación de las PBPs es causa de resistencia en numerososos microorganismos. En
Acinetobacier spp. la modificación de la diana puede contribuir a la resistencia a betalactamicos
pero su grado de importancia no está aún definido, ya que existen otros mecanismos de resistencia
asociados (betalactamasas y alteraciones de las OMP).
Obara y Nakae (1991) estudiaron el perfil de PBPs de cepas mutantes resistentes seleccionados de
una cepa de A. calcoaceticus, mediante un ensayo de competición con bencilpenicilina marcada con
y observaron que el patrón era diferente al de otros gramnegativos, incluidos E. colí y P.
aeruginosa, siendo más similar al género Bacteroides. Se observaron cambios en la expresión de las
PBPs asociados a la alterada afinidad por los betalactámicos en estas cepas, por lo que se dedujo
que el mecanismo de resistencia a betalactámicos en estos aislamientos se debía a las alteraciones en




Posteriormente, (iehrlein (1991), al comparar el perfil de OMPs en un aislamiento de
Acinetobacter baumannii y su mutante resistente a imipenem, comprueba que no existen diferencias
en dicho perfil, así como tampoco existen diferencias en la producción de betalactamasas, sin
embargo sí demuestra un patrón diferente de PBP. En la cepa originaria se observaron 7 PBPs de
diferentes pesos moleculares entre 24 y 94 kD, por los que imipenem tiene afinidad. Sin embargo en
la cepa mutante resistente a imipenem no se observaron estas PBP, únicamente la de 24 kD, que
predominaba en grandes cantidades. Parece ser que por posibles mutaciones se había producido una
disminución de la síntesis de las PBPs con una sobre-expresión de la de 24 kD, que predominaba en
la cepa resistente a imipenem. Dicha PBP no se saturaba con imipenem>, ni siquiera a
concentraciones elevadas, por lo que se dedujo que existía una baja afinidad del compuesto por esta
proteína diana. Esta PBP podría ser un producto de degradación de otras, o bien podría ocurrir que,
debido a la mutación, se afectara al control genético, dando lugar a una mayor expresión del gen
estructural de 24 kD.
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1.7.4. Mecanismos de “etiujo” (bombas de expulsión activa).
La membrana externa es también un elemento clave en la eliminación de los antimicrobianos
mediante el proceso de “eflujo”. Este mecanismo depende de proteínas transportadoras
citoplasmáticas, capaces de eliminar una gran variedad de compuestos de estructura químicamente
diferente. Recientemente se ha propuesto la existencia de proteínas accesorias que actuarían como
puentes entre los transportadores y las porinas de la membranaexterna, facilitando de esta manera la
expulsión directa del antimicrobiano desde el interior de la bacteria hasta el medio externo. Ya que
la acumulación de un antibiótico es el resultado del “influjo” y “eflujo”, es comprensible que la
combinación entre una reducida permeabilidad y un elevado “eflujo” de los antibióticos dé lugar a la
resistencia antiniicrobiana.
Este fenómeno se ha observado en algunas bacterias como P. aeruginosa, E. cok, II.
inJluenzae, etc (Nikaido, 1994; Levy, 1992). En P. aeruginosa se ha descrito un operón que
codifica una proteína accesoria “MexA” y una nueva proteína de membrana externa: OprK (Poole,
1993). La inactivación de una u otra determinaría la hipersensibilidad del microorganismo a muchos
antimicrobianos. La base genética de Ja resistencia por más de un mecanismo puede deberse a
mutaciones pleiotrópicas que afectan a la sobreexpresión del mecanismo de “eflujo” y a la
disminución de la expresión de pomas (Cohen, 1988; Mizuno, 1984). Este es el caso de los
mutantes “Ma?’ (Multiply Antibiotic Resistance) de E. coli que son resistentes a una gran variedad
de antibióticos debido a un mecanismo de “eflujo”. Parece ser que la presencia de un sistema de
expulsión activa “AcrAB” es la causa de la resistencia a tetraciclinas, cloranfenicol, anipicilina, ácido
nalidíxico y rifampicina (Ma, 1995; Okusu, 1996).
72
Introducción
En Acinetobacter se ha estudiado poco este mecanismo de resistencia. Se han realizado
algunos estudios para intentar explicar la elevada resistencia que presentan algunas cepas a las
fluorquinolonas, relacionándose una menor acumulación de estos antibióticos en la membrana
celular con las alteraciones en la diana{Moreau, 1996).
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1. & MECANISMO DE RESISTENCL4 A AMINOGLUCÓSIDOS
1.8.1. Enzimas inactivantes de aniinoglucós¡dos.
La resistencia a aminoglucósidos aparece tanto en bacterias graxnposítivas, como en
gramnegativas Se produce a través de tres mecanismos: alteración de la diana <ribosotna), que es
un mecanismo poco frecuente, modificación del aminoglucósído y por fallo en el transporte de la
droga hacia el interior de la célula. La modificación del aminoglucósido es el mecanismo más
importante. Este mecanismo de resistencia puede ser mediada por cromosomas, plásmidos, o
transposones.
Los aminoglucósidos se pueden modificar por uno de los siguientes mecanismos
enzimáticos:
N-acetilación (AAC), 0-fosforilación (APH), adenilación (ANT).
De todos ellos, el APH es el enzima más frecuente en las células procariotas.
Los enzimas modificantes de aminoglucósidos tienen un amplio perfil de sustrato.
Puede existir resistencia cruzada entre ellos. El que un antibiótico sea sustrato de un enzima no
significa que la cepa que lo contenga sea resistente a este antibiotico. El porcentaje de
modificación del aminoglucósido puede influir en la resistencia clínica observada.
En Acinetobacter spp. hemos observado a lo largo de los años, un incremento de las
resistencia a los aminoglucósidos. Desde 1983, Goldstein demostró la resistencia a este grupo
de antibióticos mediada por los enzimas APH(3’5”)I y AAD(3), que van incluidos en el mismo
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plásmido de resistencia, que además codifica la expresión de TEM-1. En estos
microorganismos se han descrito los tres tipos de enzimas modificantes, pero se han
encontrado variaciones geográficas en la incidencia de algunos genes particulares (Tabla 1.5).
Por ejemplo, AAC(3)-Ia, se ha encontrado más frecuentemente en cepas de Acinetobacter spp.
aisladas en Bélgica, que en las de Estados Unidos, y sin embargo no se han aislado en ningún
caso en Argentina (Shaw, 1991; Shaw, 1993). Incluso existen cepas que poseen más de un gen
de resistencia; se han encontrado hasta seis genes diferentes en algunos aislamientos.
Tabla 1.5.








En 1993, Vila y col. definieron 8 fenotipos de resistencia a aminoglucósidos, en función
de la resistencia a los siguientes antibióticos: tobramicina, gentamicina, amicacina y netilrnicina.
Observaron el predominio del fenotipo sensible a todos los aminoglucósidos (33%), un 19% de
ellos correspondió a aquellos sensibles únicamente a amicacina y al 20% correspondieron
aquellos únicamente sensibles a netilmicina. Estos resultados, sin embargo contrastaron con los
de Muller-Seryes (1989), que mostraron el fenotipo más frecuente, como aquel en el que todos
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los ananoglucósidos eran resistentes. Vila (1993), al mismo tiempo, observó que el enzima que
afecta a amicacina, el APH(3‘)-VI se encontraba con mayor frecuencia (28%) entre los
aislamientos estudiados, seguido del AA.D(3) en 15%, que afecta a estreptomicina y
espectinomicina, y solamente el 4% de las cepas presentaban conjuntamente ambos enzimas.
La resistencia a amicacina es un hecho muy relevante en Acinetobacter. Se debe
principalmente a la presencia de APH(3 ‘)V1, muy distribuido en Acinetobacter pero poco
frecuente en las enterobacterias y en Pseudomonas, asi como al enzima AAC(6’)-I. Algunos
genes que codifican este último enzima, lb e 1/ se han encontrado exclusivamente en
Acinetobacter (Lambert, 1994). Otros como el Ig es exclusivo de A. haemolyticus, tanto que
puede facilitar la identificación de esta especie, de igual modo ocurre con el gen Ij, que permite
identificar la especie Acinetobacter 13 (Lamben, 1993; Lambed, 1994).
La disminución de la permeabilidad mediada por la disminución de las proteínas de
membrana externa puede afectar a la resistencia a los aminoglucósidos, al igual que a los
betalactámicos. Este mecanismo se ha descrito en Pseudomonas spp., enterobacterias, y
también en Acinetobacter spp. De esta manera, algunos autores explican cómo existen cepas
resistentes a aminoglucósidos no productores de enzimas modificantes (Vila, 1993).
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1.9. RESISTENCIA A FLUORQUJNOLONAS
Aunque el mecanismo preciso es desconocido, está claro que, al igual que en otros
gramnegativos, el mecanismo de resistencia a fluorquinolonas está mediado por alteraciones en
la DNA girasa, debido a mutaciones del gen gyrA, que codifica la topoisomerasa II, o del
parC, que codifica la topoisomerasa IV, no habiéndose encontrado alteraciones en el gen gyrB.
Vila y col. (1995) determinaron la resistencia a fluorquinolonas en 21 aislamientos cínicos
de Acinetobacter, sin relación epidemiológica entre si. Se observó que, en 15 de ellos, que
presentaban una CMI a ciprofloxacino mayor o igual a 4 mg/l, había una mutación del gen gyrA,
concretamente se había producido un cambio de Ser-83 por Leu. En 6 cepas con CMI igual a 1
mg/l, no se había observado tal mutación, aunque en una de estas cepas, se observaba un cambio de
Gly-8 1 por Val. A pesar de que haya más genes que puedan contribuir a la resistencia a
fluorquinolonas, las mutaciones en Ser-83 dentro del gen girA, están más claramente implicadas en
la resistencia a fluorquinolonas en Acinetobacter (Vila, 1995).
Parece ser que en Acinetobacter, la resistencia a este grupo de antimicrobianos viene dada
en primer lugar por las alteraciones en el gen gyrA, al igual que en E. cok. Por otro lado, se ha
observado que las mutaciones en el gen parC por cambios de Ser-SO por Leu constituyen el
segundo mecanismo de resistencia. La complementación entre ambas alteraciones genéticas, es la
causa principal de la elevada resistencia que Acinetobacter presenta hacia las fluorquinolonas, y
podría explicar porqué algunos aislamientos con la misma mutación en el gen gyrA poseen
diferentes CMIs a ciprofloxacino (Vila, 1997).
Por último, no hay que olvidar que otros mecanismos de resistencia, como son las
alteraciones en la permeabilidad, o la presencia de bombas de expulsión, pueden condicionar la
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actividad de las quinolonas, de este modo se puede explicar cómo algunos aislamientos de
Acinetobacter presentan resistencia combinada a los tres principales grupos de antibióticos
(betalactámicos, aminoglucósidos y fluorquinolonas) (Moreau, 1996).
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1.10. RESISTENCIA A OTROS ANTIJIIOTICO&
Existen pocos estudios sobre los mecanismos de resistencia a otros antibióticos en
Acinetobacter. Algunos casos de alto nivel de resistencia a trimetropin con CMils superiores a
1000 mg/l, se han relacionado con la presencia de genes de resistencia incluidos en
transposones, que a su vez van incluidos en en plásmidos conjugativos de gran tamaño
(Chirnside, 1985; Muller-Serieys, 1989). Asimismo se ha encontrado el gen cloranfenicol
acetiltransferasa 1 (CAT1) en un aislamiento clínico de Acinetobacter resistente a
cloranfenicol, sugeriendo su localización en un transposón, incluido tanto en el cromosoma




Estudiar los aislamientos clínicos de Acínetobacter spp. obtenidos en el Hospital de la
Princesa durante un periodo de 3 afios y determinar la actividad iii vitro de 24
antimicrobianos a dichos aislamientos. Analizar la evolución de la sensibilidad
antimicrobiana de acuerdo con el alío y procedencia del microorganismo.
2.- Comparar los mecanismos de resistencia a antibióticos betalactámicos en los aislamientos
de Acinetobacter relacionados genéticamente y en cepas no relacionadas
estableciendo patrones mediante la aplicación de métodos de tipado, dentro del
ambiente hospitalario y ambulatono.
3.- Detectar la presencia de betalactamasas como mecanismo de resistencia a betalactáinicos
y estudiar su distribución en aislamientos clínicos de Acinetobacter spp. Caracterizar
las betalactamasas encontradas mediante la aplicación de estudios bioquímicos:
determinación del punto isoeléctrico, perfil inhibitorio y perfil de hidrólisis a varios
betalactámicos.
4.- Comparar el patrón fenotípico de resistencia a antibióticos betalactámicos y su relación
con la producción de betalactamasas en los diferentes grupos de aislamientos
establecidos, con el fin de determinarsu papel en la resistencia a betalactámicos.
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5.- Estudiar el perfil de proteínas de membrana externa con la finalidad de detectar posibles
alteraciones en la permeabilidad que conduzcan a la resistencia a betalactámicos.
Comparar los resultados de dicho estudio en las cepas genéticamente relacionadas y





3.1.1. Procedencia de los microorganismos.
Se ha estudiado un total de 156 cepas aisladas a partir del cultivo de diferentes
muestras clínicas, remitidas al Servicio de Microbiología del Hospital Universitario de la
Princesa. Se han incluido todos los aislamientos obtenidos durante los años 1995, 1996 y
1997. Cada muestra corresponde a un paciente, ya sea ingresado en alguno de los servicios
del hospital, o procedente de ambulatorio. En la figura 3.1 se muestra la distribución de los
aislamientos según los diferentes Servicios del hospital, así como aquellas de origen
ambulatorio.
Las muestras se recogieron con material estéril siguiendo las normas de recogida de
muestras para cultivos en microbiología (Isenberg, 1992). En el laboratorio se sembraron en
placas de agar Columbia con un 5% de sangre de carnero (agar sangre) y agar chocolate, así
como en medio liquido (tioglicolato o frascos de hemocultivo, según el tipo de muestra). Las
placas y los medios liquidos se reincubaron en aerobiosis, así como en atmósfera
hipercápnica. Se realizóel aislamiento de las colonias crecidas subcultivando en agar sangre o
agar chocolate. La procedencia de los microorganismos aislados queda reflejada en la tabla
3.1.
En algunas técnicas más específicas, debido a su complejidad, no se ha estudiado el
total de las cepas, sino que se ha seleccionado un grupo de aislamientos atendiendo a los
























BAS: broncoaspirado; Ex. HERIDA: exudado de heridaquirúrgicw Ex. NASAL: exudado




• En todas las pruebas de identificación, tipado fenotípico y genotípico se utilizó la cepa
control Acinetobacter baumannul ATCC 19606.
• Para ladeterminación de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) se utilizaron las
siguientes cepas control:
- Fscherichía cok ATCC 25922.
- Pseudomonas aerug¡nosa ATCC 27853.
- Acínetobacter baumannu ATCC 19606.
• Para el estudio de betalactamasas se han incluido las siguientes cepas como control:
- Acinetobacter bawnannu ATCC 19606.
- El cok portadora de plásmidos que codifican betalactamasas de pI conocido.
- Serratia marcescens de la colección del Laboratorio de Microbiología.
- Staphylococcus aureus ATCC 25923.
3.1.3. Conservación de cepas
Los microorganismos se congelaron por duplicado en tubos de 1,5 ml con 1 ml de
glicerol (caldo tripticasa de soja y 15-20% de glicerina, en agua estéril), a una temperatura de
-200C. Para su estudio se descongelaron las cepas y se inocularon 20 ~tlen placas de agar
Columbia con un 5% de sangre de carnero, reincubando posteriormente las placas en una
estufa a 350(3, durante 24 horas.
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3.2 IDENTIFICACIÓN DE LOS AISLAMIENTOS CLÍNICOS MÉTODOS
FENOTÍPICOS
La identificación preliminar se realizó mediante el aspecto mucoso y blanquecino de la
colonia, el crecimiento en los medios habituales, morfología de coco-bacilo graninegativo en
la tinción de (3ram y por el resultado negativo de la prueba de lacitocromo oxidasa.
3.2.1. Sistema Microscan.
Se utilizó el sistema automatizado MicroScan Walkaway (Baxter, Dade) para la
identificación de Acinetobacter spp. a nivel de género. Este sistema agrupa las especies de
A cinetobacter en Acinetobacter lwoffií y el resto como Acinetobacter
anitratus¡haemolyticus. Las cepas identificadas como pertenecientes a este último grupo
fueron las seleccionadas para la realización de este estudio. Se empleó la metodología según
las instrucciones del fabricante.
3.2.2. Sistema API 20 NL
Se utilizó el sistema API 20 NE (bio-Mérieux, Macy 1 ‘Etoile, Francia) para la
identificación a nivel de género, e identificación presuntiva a nivel de especie. Este sistema
consiste en unas galerías de plástico compuestas por 20 pocillos que contienen sustratos de
forma deshidratada para llevar a cabo 8 pruebas bioquimicas convencionales (reducción de
nitratos a nitritos y a grupo azo, fonación de indol, arginina dihidrolasa, ureasa, hidrólisis de
la esculina, hidrólisis de la gelatina, 13-galactosidasa), reacción de fermentación de la glucosa,
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y 12 pruebas de asimilación de fuentes de carbono. Tras el crecimiento de los
microorganismos en agar sangre, se preparó una suspensión de
2 ml de solución salina estéril y se ajustó a una turbidez igual a] patrón 0,5 de McFarland. De
esta suspensión, se flenaron los tubos (y no las cúpulas) de los 8 primeros pocillos con una
pipeta estéril. Se añadieron al medio “AUX Medium” incluido en el sistema cuatro a ocho
gotas de la suspensión bacteriana y se llenaron los tubos y cúpulas de los pocillos de
asimilación, de modo que el nivel de liquido quedara horizontal o ligeramente convexo.
A las 24 horas de incubación a 35’> (3, se anotaron las reacciones espontáneas y se
leyeron las restantes pruebas bioquímicas tras el revelado con sus reactivos correspondientes.
A las 48 horas se anotaron los resultados positivos y negativos (producción y ausencia de
turbidez respectivamente) de las pruebas de asimilación.
Se obtuvo un perfil numérico de 7 dígitos para cada microorganismo que, introducido
en un programa informático (APILAR Plus, versión 3. 3.2., 1990) proporcionó la
identificación del microorganismo. En la tabla 3.2 se refleja el porcentaje de reacciones
positivas que mediante el sistema API 20 NF, permite diferenciar las especies de
Acinetobacter.
3.2.3. Hemólisis y Temperatura de crecimiento.
Mediante la capacidad de crecimiento a diferentes temperaturas (30’>, 370 41”,
y/o 44’> (3), y por la ausencia o producción de hemólisis en agar sangre de carnero, se
confirmó la identificación de los microorganismos a nivel de especie.
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Para el crecimiento a diferentes temperaturas se emplearon medios sólidos de
agar sangre, y los resultados discrepantes se confirmaron con el crecimiento en un medio
líquido de infusión cerebro corazón (BHI). Esta prueba se determinó tras la incubación
durante 18 horas. La hemólisis se estudió en agar Columbia con 5% de sangre de





















3.3. ESTUDIOS DE TIPADO.
3.3.1. Biotipado por Sistema API 20 NL
La metodología empleada para este sistema de biotipado queda descrita en el
apartado de identificación. Se definieron diversos tipos según las distintas combinaciones de
los 7 dígitos que constituían el código que facilitaba el sistema. La diferencia en un dígito se
consideró suficiente para designar diferentes biotipos.
3.3.2. Biotipado dc Bouvet y Grimont.
Este método, propuesto por Bouvet y Grimont, consiste en observar la asimilación de
diferentes sustratos por parte de los aislamientos clasificándolos según su capacidad de
crecimiento (positiva o negativa) para todos y cada uno de los sustratos empleados. Los
sustratos (levulinato, citraconato, L-fenilalanina, 4-hidroxibenzoato y L-tartrato) fueron
disueltos y filtrados, añadiéndose a una concentración al 0,1% en medio Cruze esterilizado en
autoclave (medio mínimo, con la siguiente composición por litro: 10 g de K2FIPO4, 5 g de
NaH2PO4, 2 g de (NIttSO4, 0,2 g de MgSO4. 7H20, 0,001 g de CaCh.2H20 y 0,001 g de
FeSO4. 7H20). Cada aislamiento se inoculó, a partir de un cultivo puro en medio sólido, en 5
ml de BI-ll y se incubó durante 18 horas. Se inoculó un volumen de 10 1.il de BHI en cada
medio y se incubaron durante 6 dias a 30’>(3, observándose posteriormente la producción de
turbidez, según la cual se dentificó cada reacción como positiva (líquido turbio) o negativa
(líquido transparente). Los aislamientos se clasificaron en diferentes biotipos según los
propuestos porBouvet y Grimont (1987), Bouvet y col. (1990) y Gerner-Smidt (1993). En la




frvuhnato + + + +
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+ - + .. - + -
citraconato - - - - + + + + - - + - - + -
L-Phc + + + - + + + + + + - - - - + + - - + -
pOlibenzoato + + - - + + - + + .. + - + + - + - + + -
1.-tartrato + - - - + - - + + + + + - +
Tabla 3.3.
Biotipos definidos por Bouvet y Grimont (1987), Bouvet (19%) y Gerner-Smidt (1993).
L-Phe: L-fenilalanina, pOHbenzoato: para-hidroxi-benzoato.
3.3.3. PCR de elementos repetitivos (rep-PCR).
Los oligonucleátidos utilizados como iniciadores se basaban en secuencias de
elementos de ADN repetidos, altamente conservados, rep (repetitivas, extragénicas,
palindróniicas). Las secuenicas de los iniciadores fueron las siguientes: repí 5’-
IIIGCGCCGICATCAGGC-3’ y rep2 5 ‘-ACGTCTTATCAGGCCTAC-3’. Media colonia
crecida en agar MacConkey se resuspendió en 25 ~.ilde agua y se hirvió durante 10 mm.. Se
centrifUgó durante 5 mm. a 13000 rpm y se añadió 25 gí de la mezcla de reacción, con la
siguiente composición: Tris-HCI 20 mM (pH 8,8), KCI 100 mlvi, MgCl2 3,0 mM, gelatina
0,1%, dNTP 400 ¡.tMy los iniciadores repí y rep2 auna concentración de 1 1xM cada uno, Se
añadió 2,5 de Taq polimerasa y se procedió a la amplificación. Las condiciones del
termociclador fueron 30 ciclos de la secuencia: desnaturalización a 94’>(3, 1 minuto;
acoplamiento a 40’>C, 1 minuto; extensión a 65’>C, 8 minutos. Tras los 30 ciclos se desarrolló
una extensión final de 65”C durante 16 minutos. Los productos amplificados frieron
comparados por electroforesis en agarosa al 2% en TAE IX con bromuro de etidio 0,5 mg/L
a 60 V durante 2 horas.
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• Análisis de los perfiles obtenidos. Se compararon visualmente, designando cada patrón de
bandas con una letra. Se definió cada tipo cuando todas las bandas visibles de cada
aislamiento tenían la misma distancia de migración. No se consideró una diferencia cuando
existía heterogenicidad con respecto a la intensidad y forma de las bandas. Se consideró
diferente tipo cuando existía diferencia en distancia de migración de más de 2 bandas. La
diferencia de intensidad de 2 o menos bandas o la ausencia de las mismas condujo a
considerar los subtipos, designados con un número, pertenecientes a un mismo tipo.
3.3.4. Perfil de proteínas de membrana externa (OMYs¿>.
El perfil de proteínas de membrana externa se determinó medianteuna electroforesis
con geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE). Se siguió el protocolo de Martínez-
Martínez y col, que queda descrito en el apartado 3.5.1 de Material y Métodos.
Para este estudio se seleccionaron cepas con diferente patrón de genotipado, que a su
vez presentaban diferente perfil de resistencia a betalactámicos.
• Análisis de los perfiles obtenidos. Se compararon visualmente, designando cada patrón de
bandas con un número. Se definió cada tipo cuando cada aislamiento tenía el mismo número
de proteínas principales (bandas de mayor intensidad), y cuando éstas tenían el mismo peso
molecular aparente. No se consideró una diferencia cuando existía heterogenicidad con
respecto a las proteínas minoritarias o de menor intensidad,
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3.4. ESTUDIO DE SENSIBILIDAD ANTIMICROBLINA iii vitro.
Se determinó la actividad in vitro a los siguientes 15 antibióticos betalactánñcos:
ampicilina (AMI’), piperacilina (PIP), ticarcilina (TIC), cefotaxima (CTX), cefiazidima
(CAZ), cefepima (CEF), imipenem (IMP), meropenem (MEP), ácido clavulánico ((3LAV),
sulbactam (SULB), tazobactam (TAZ), amoxicilina-clavulánico (AM<2), ampicilina-sulbactam
(AS), ticarcilina-clavulánicc (TJCCL) y piperacihna-tazobactam (TZP).
Se estudió la actividad iii vitro de otros 9 antibióticos no betalactámicos:
amicacina (AK), gentamicina (GN), tobramicina (TO), ofloxacino (OFL), doxiciclina (005<),
fosfomicina (FO), colistina (CT), rifampicina (RD), azitromicina (AZIT).
Todos los antibióticos se encontraban en forma de sustancia pura valorada. Se
pesaron según lapotencia descrita por el fabricante, y se disolvieron en las condiciones




Solventes y diluyentes de los antibióticos betaiactániicos estudiados.
Ampicilina Tampónfosfato pH 8,0,0,1 molÍ!. Agua
Piperacilina Tampón fosfato pH 6,0, 0,1 mol/L Agua
Ticarcilina Tampón fosfato pH 6,0,0,1 mollE Agua
Cefotaxinia Agua Agua
Cdfiazidñna Carbonato sádico (10%) Agua
Cefepinia Tampón fosfato pH 6,0, 0,1 mollE Agua
Imxpenem Tampón fosfato pH 7,2,0,01 mol/l Agua
Meropenem Tampón fosfato pH 7,2, 0,01 mol/1 Agua
Ácido clavulánico Tampón fosfato pH 6,0, 0,1 inol/L Agua
Sulbactam Tampón fosfato pH 6,0,0,1 mol/L Agua
Tazebactam Agua Agua
Amoxicilina-clavulánico Tampón fosfato pH 6,0, 0,1 mal/E Agua
Anipicilina-sulbactani Tampón fosfato pH 6,0,0,1 mol/L Agua
Piperacilina-tazobactam Tampón fosfato pH 6,0,0,1 mol/L Agua
¡ Tícarciliua-clavulánico Tampón fosfato pH 6,0,0,1 mollE Agua
Tabla 3.5
Solventes y diluyentes de los antibióticos no betalactámicos estudiados
SQLVW4S 4 ‘~..9!...ÚMflWÓflGO





Azitromicina Etanol al 95% Agua
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3.4.1. Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria. Método de dilución en
Agar.
La determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) se realizó por el
método de dilución en agar según las normas del N(3CLS (N(3(3LS, 1998).
Se probaron 15 concentraciones, de 0,008 a 128 mg/1, obtenidas por diluciones
dobles seriadas, para todos los antibióticos estudiados, excepto para ticarcilina, ticarcilina-
ácido clavulánico, piperacilina y piperacilina-tazobactani que fueron de 0,064 a 1024 mg/1.
Ampícilina-sulbactam y amoxicilina-clavulánico se probaron a una proporción 2:1, mientras
que tazobactaro se añadió a piperacilina a una concentración fija de 4 mg’). Ticarcilina-
clavulánico se estudió añadiendo el inhibidor a una concentración fija de 2 mg/l. Las
diferentes diluciones se añadieron a placas de Petri estériles que contenían agar Mueller-
Hinton autoclavado y a 5~C. Tras su solidificación se conservaron a 40(3 durante 24 horas.
A partir de un cultivo puro obtenido en agar sangre a 350(3 durante 18 horas se
inocularon 4-5 colonias en 5 ml de caldo BHI, que se incubó durante 18 horas a 350(3~ Se
preparó un inóculo con una densidad óptica equivalente a 0,5 de McFarland (contenido
aproximado de 1-2 x 108 UFC/nil), que se diluyó en agua destilada hasta conseguir una
concentración de ío~ UFC/ml. La inoculación de las placas se realizó con un replicador de
Steer, que dispensa gotas de unos 2 gllgota, de modo que se conseguía un inóculo final en el
agar de 1 o~ WC/gota. Las placas se incubaron durante 18 horas a 350(3~




3.4.2. Puntos de corte de resistencia.
Los puntos de corte utilizados en la interpretación de las diferentes categorias de
sensibilidad fueron los recomendados porel NCCLS para su aplicación a microorganismos no
fermentadores y no pertenecientes a Pseudomonas aeruginosa (NCCLS, 1998). Para
fosfomicina se consideró el punto de corte de resistencia en >64 mg/1 (Andrews, 1983). Para
ampicilina y amoxicilina-clavulánico se consideró el punto de corte recomendado por el
NCCLS para enterobacterias (NC(3LS, 1998). Para el caso de colistina se consideró el punto
de corte recomendado por el grupo MENSURA (Mesa Española para la Normalización de la
Susceptibilidad y Resistencia a los Antimicrobianos, 1992), para su aplicación a bacilos
graninegativos no fermentadores. En el caso de riÑmpicina y azitromicina se utilizó el criterio
de las mismas normas, pero aplicadas a Staphylococcus spp.. No existe ninguna
recomendación publicada de los puntos de corte para los siguientes antibióticos: ácido
clavulánico, sulbactam y tazobactam. El esquema de los puntos de corte considerados se




Criterios de sensibilidad para los antibióticos betalactámicos probados (CIVIL en mg/O.
usuta
« , V~~2.
Ampicilina =8 16 =32
Piperacilina =16 32-64 =128
Ticaralina =16 32-64 =128
Cefotaxima =8 16-32 =64
Cefiazidima =8 16 =32
Cefepima =8 16 =32
Iniipenem =4 8 =16
Meropcncm =4 8 =16
Amoxicilina-clavulánico =8/4 16/8 =32/16
Ampicilina-sulbactam =8/4 16/8 =32/16
Piperacilina-taznbactam =16/4 32/4-64/4 =128/4




Criterios de sensibilidad para los antibióticos no betalactámicos probados (CMI en mg/O.
CJt7lttwa4flW
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Am¡cacma <16 32 =64
Gentamicina =4 8 =16
Tobranúcina =4 8 =16
Ofloxacina =2 4 =8
Colistina =2 4 =8






3.4.3. Perfiles de resistencia.
Se estableció el perfil de resistencia a betalactámicos siguiendo el estucho de
Bergogne-Bérézin (1995). Se definieron cinco grupos según la resistencia a tícarcilina,
piperacilina, cefotaxima, cetiazidima e imipenem, que quedan reflejados en la tabla 3.8.
El fenotipo 1 incluía los aislamientos sensibles a los cinco betalactámicos, al fenotipo II
pertenecían las cepas resistentes a ticarcilina, piperacilina, y sensibles a cefotaxima,
ceflazidima e imipenem. El fenotipo III englobó a aquellos aislamientos sensibles a ticarcilina
e imipenem, resistentes a cefotaxima, y con actividad variable frente a piperacilina y
ceifazidima. El fenotipo IV agrupaba a los aislamientos solamente sensibles a imipenem y con
actividad variable a cefiazidima, y el fenotipo y incluía a las cepas resistentes a todos los
betalactámicos incluido imipenem. Los grupos III y IV se dividieron en 2 subgrupos a y b,
según la sensibilidad o resistencia a ceftazidima respectivamente (Joly-Guillou, 1995).
Con el fin de estudiar posteriormente la correlación entre el antibiograma y la
producción de betalactamasas se establecieron los patrones de resistencia a
betalactámicos atendiendo a 2 criterios de puntos de corte; el criterio del NCCLS de
1998 establecido para Acinetobacter, al que llamamos criterio A, y el llamado criterio B
que se basaba en los puntos de corte del NCCLS de 1997 para microorganismos no
fermentadores.
Se consideró que un aislamiento era resistente cuando presentaba valores de CMI
resistente o intermedia en cualquier criterio aplicado. La CMII se determinó por el método
de dilución en agar. En la tabla 3.9 se exponen los diferentes puntos de corte establecidos





















3.5. ESTUDIO DE lAS BETALACTAMASAS ENAcinetobader.
3.5.1. Ensayo dc la actividad betalactamasa.
El ensayo se realizó en extractos enzimáticos del total de las 156 cepas
3.5.1.1. Extracción de las Betalactamasas
El extracto enzimático se obtuvo siguiendo el protocolo de Joly-Guillou y col. (1988)
con ligeras modificaciones. Se resuspendió el crecimiento bacteriano correspondiente a la
extensión de media placa de agar Mueller-Hinton, incubada durante 18 horas a 3Q0 (3, en 1 ml
de tampón fosfato sódico 0,05 M (pH 6.9). Se centrifugó durante 15 mm. a 13.500 rpm, las
células se resuspendieron en 1 ml de agua destilada y se congelaron a ~20o (3. Tras su
descongelación se sonicaron a potencia máxima durante cuatro a cinco ciclos de 1 mm., con
intervalos de 30 seg. entre cada ciclo. Los tubos se mantuvieron en un baño de hielo durante
todo el proceso. Se centrifUgaron durante 15 mm. a 13500 rpm y se separó el sobrenadante,
que se almacenó a -20~ (3.
3.5.1.2 Detección cualitativa de betalactamasas mediante el ensayo de la nitrocefina.
La actividad betalactamasa en el extracto enzimático se determinó mediante la
hidrólisis de la nitrocefina, en una solución de 0,5 mg/ml. Para ello, se añadieron 30 ¡.tl de esta
solución sobre 10 ~l del extracto enzimático. El ensayo se consideró positivo cuando se
produjo un cambio de color del amarillo original a rojo ladrillo, entre 2 y 5 minutos
(O’Callaghan, 1972; Livermore, 1996).
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3.5.2. Caracterización de las betalactainasas mediante isoelectroenfoque.
Este estudio se realizó en Jos 156 extractos enzimáticos obtenidos previamente por
sonicaclón.
La determinación del punto isoeléctrico (pl) se realizó aplicando un método de
isoelectroenfoque (Multiphor II Electrophoresis System, Pharmacia Biotech). Se utilizaron
geles de poliacrilamida, con un amplio rango de anfolitos (pH 3,5 - 9,5). Como controles se
utilizaron diferentes betalactamasas de pI conocido (TEM- 1, SHV-1, PSE-2, OXA-2, OXA-
3) y un marcador estándar preteñido. Se añadieron 10 1.d de cada extracto enziniático sobre
cada pocillo, aplicando un voltaje máximo de 1000 V, a una potencia constante de 15W. Al
cabo de 1 hora y media se reveló el gel extendiendo sobre éste una solución de nitroce~na
(0,5 mg/mi) (Livermore, 1996).
Para definir más claramente algunas bandas de pI se utilizaron en casos concretos,
geles con un menor rango de anfolitos (pH 5,5-8,5).
3.5.3. Caracterización de las betalactamasas mediante el perfil inhibitorio.
Las betalactamasas se caracterizaron según su perfil de inhibición por diversas
sustancias, antibióticas y no antibióticas. Para ello se aplicaron los siguientes métodos:
3.5.3.1. Determinación cualitativa por isoelectroenfoque.
La inhibición de las betalactamasas se estudió de manera cualitativa por la técnica
de isoelectroenfoque descrita anteriormente, con modificaciones.
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Se estudió la inhibición por ácido clavulánico (300 vM), sulbactam (300 jsM), y
cloxacilina (300 gM) (Livermore, 1996). Como control de la técnica se empleó una
betalactamasa de pI conocido (TEM- 1).
Los extractos enzimáticos se añadieron por duplicado. Se cubrió la mitad del gel
con la solución de la sustancia inhibidora, se dejó actuar durante unos minutos, de modo
que tras el revelado con nitrocefina se observaba que existía inhibición, por la ausencia
de bandas de pI en la zona del gel cubierto por dicha sustancía.
3.5.3.2. Ensayo de competición de la Nitrocefina.
Se siguió el protocolo de Papanicolaou y col. con ligeras modificaciones
(Papanicolaou, 1990).
- Se estudió la inhibición por los siguientes betalactániicos, probados a una única
concentración:
• Acido clavulánico (10 pM), sulbactam (20 ytM), cloxacilina (4 mgfl), y
aztreonam (1,148 pM).
- Se estudió la inhibición por los siguientes inhibidores no betalactámicos:
• CINa (I4OmM), EDTA (0,1 mM).
Los extractos enzimáticos se diluyeron hasta el punto en el que ~o ~.dproducían
aproximadamente 0,2 de absorbancia (492 nm), al medirlos a los 2 minutos. Dichos extractos
se anadieron a pocillos duplicados que contenían 50 pi de cada inhibidor, y pocillos control
que contenían 50 ~tIde solución salina. La mezcla se incubó durante 30 mm. a 370 (3, excepto
para el caso de CINa y EDIA que se incubaron durante 10 mm.. Posteriormente se añadió a
cada pocillo 50 gil de una solución de nitrocefina (0,5 mg/mI).
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Se utilizaron en cada ensayo betalactamasas de referencia TEM- 1 obtenidas de E. coil
o de H. influenzae procedentes de la colección del cepario del Servicio de Microbiologia del
Hospital de la Princesa.
3.5.3.2.1. Determinación cualitativa.
Se consideró que existía inhibición enancho a los 2 mm. no se visualizaba el cambio de
color de la nitrocefina en los pocillos con inhibidor, comparándolo con el pocillo control.
3.5.3.2.2. Determinación cuantitativa.
Se detem¡inó el % de inhibición de los extractos enzimaticos que contenían las
betalactamasas. Se calculé de la siguiente manera:
• 10041,00 - (A~ pocillo con inhibidor/A~ pocillo control))
La lectura de las absorbancias (A~) se realizó a los 2, 5 y 10 mm. y posteriormente,
a intervalos de 10 mm. hasta los 40 mm. totales.
Cuando el máximo porcentaje de inhibición superaba el 25% se calculé la pendiente o
tasa de disminución de la inhibición, para diferenciar aquellas enzimas con porcentajes
similares cuya inhibición sólamente vahaba con el tiempo. Se calculó de la siguiente forma:
• Máximo% de inhibición-% de inhibición a 10 min./10
Para estudiar la reproducibiidad se probaron los controles repetidamente entre 2 a 8
veces en días diferentes. El resto de extractos se estudiaron por duplicado.
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3.5.4. Perfil de hidrólisis.
Las betalactaniasas se caracterizaron mediante la determinación del perfil de hidrólisis
de varios betalactámicos, utilizando dos métodos:
3.5.4.1 Ensayo microbiológico.
Se siguió el protocolo de Paton y col. (1993). El estudio se realizó a partir de
extractos enzimáticos. Como extractos control se utilizaron aquellos que contenian
betalactamasas conocidas (OXA-2 y TEM-1). Los extractos se utilizaron crudos, diluidos a
1:2, 1:4 y a 1:8. SegÚn el antibiótico a estudiar se utilizaron como cepas control de hidrólisis
S. aureus ATCC 25923 o E. coh ATCC 25922.
Se estudió lahidrólisis de los siguientes 9 antibióticos betalactániicos:
• ampiciina, cefazolina (CFZ), oxacilina (OXA), carbenicilina (CARB),
cefúroxima (CXM), cefotaxima, ceftazidima, imipenem y meropenem.
La cepa control se sembró en una placa de agar Mueller-Hinton y se colocó un
disco del antibiótico a estudiar. En la zona periférica de sensibilidad de dicho antibiótico
se colocaron discos de papel de filtro impregnados con 15 pl del extracto enzimático
puro y diluido. Las placas se incubaron a 370C durante 18 horas. Se observó hidrólisis




3.5.4.2 Ensayo espeetrofotométrico. Determinación de la <ECtMJ<Ld enzimótica espec(fica.
Se determinó la actividad enzimática específica (1’), expresada en gimoles de enzima
que hidrolizan el antibiótico por cada minuto, al incubarlos a 300<?. Al referir esta fórmula a
los mg de proteína se expresó en Unidades (U). Se estudió la hidrólisis de las betalactamasas
respecto a la cefaloiidina (LOR) o bencilpenicilina (PEN).
Se calculó según la siguiente fórmula:
V= (AAImin x min/AAtotal) x NImg proteína
donde, LxAlmin es el cambio de absorbancia producido por cadamm.,
AAtotal es el cambio de absorbancia producido hasta la hidrólisis total,
N es concentración molar del extracto enzimático.
El antibiótico que presentan mayor actividad hidrolítica se consideró como el 100%,
de modo que se pudo calcular la actividad hidrolitica de otros antimicrobianos, expresando su
actividad enzimática en porcentaje respecto al considerado el 100%.
Además de la hidrólisis de cefaloridina y bencilpenicihina se estudió la hidrólisis de los
siguientes antibióticos:
- Cefotaxima, ceifazidima, imipenem, meropenem, carbenicilina y oxacilina.
Se empleó la concentración de 100 pM para todos los antibióticos, excepto en
algunos casos donde se utilizó cefaloridina 1 mM, bencilpeniciuina a 1000 pM, y 60 pM para
mpenem.




3.5.5. Estudio del caracter inducible/constitutivo de las betalactamasas croniosómicas.
Se estudió la producción de betalactamasas inducibles de clase 1, en aquellas cepas
betalactamasa (positiva) con perfil de resistencia de tipo 1. Se utilizó un aislamiento de
Serrana marcescens de la colección del Hospital de la Princesa, como cepa control de
producción de betalactamasas inducibles. Se aplicaron dos métodos:
3.5.5.1. Prueba de sinergia de doble disco.
Se sembró un inóculo de 0,5 de MacFarland de la suspensión bacteriana en una placa
de agarMueller-Hinton. Se colocó un disco de cefotaxima (30 gg), y a una distancia de 1,5 a
2 cm se colocó un disco de cefoxitina (30 ~tg).tras la incubación a 3 50C durante 18 horas, se
consideró que el aislamiento tenía una betalactamasa inducible, si el radio de inhibición
alrededor de la cefotaxima se achataba en la zona más próxima al disco de cefoxitina
(Sanders, 1979; Livermore, 1996).
3.5.5.2.. incorporación de inductor «lagar.
Se prepararon placas de agar Mueller-Ninton con y sin imipenem (0,06 mg/1) Se
inocularon las placas (dos por cada cepa) con una suspensión del aislamiento, diluido hasta el
punto de producir crecimiento semiconfluente (0,5 MacFarland). Se aplicaron discos de
cefotaxima (30 ¡tg) a ambas placas y se incubaron a 350C durante 18 horas. Se midieron los
halos de inhibición del antibiótico. Se observaba inducción si existía una reducción del
diámetro de inhibición mayor de 3 mm en las placas que contenian imipenem comparado con
las placas que no contenian dicho antibiótico (BSAC Work Party, 1991).
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3.5.6. Estudio de la hiperproducción de hetalactaniasas cromnosómicas.
Para poner en evidencia la hiperproducción de betalactamasas cromosómicas se
siguió el protocolo de Medeiros y col. (1985) con modificaciones (Roy, 1989; Roy, 1990). Se
seleccionaron cepas con distintos niveles de resistencia a cefalospotinas de 33 generación que
además eran betalactamasa (positiva). Esta técnica se basaba en controlar simultáneamente,
para cada cepa, el tiempo de hidrólisis de la nitrocefina, en un cultivo de 18 horas en medio
liquido (BHI), y del cultivo tratado previamente con aztreonam (1 pM), o con ácido
clavulánico (10 pM).
Se midió el tiempo de hidrólisis, es decir el tiempo que tardaba en producirse el
cambio de color amarillo a rojo ladrillo, considerándose positiva la hidrólisis detectada antes
de los 60 seg.
Se consideraba que existía hiperproducción de betalactamasas cromosórnicas, si se
producía la hidrólisis en el pocillo de ácido clavulánico, generalmente en un tiempo inferior a
15 seg., pero si no se producía hidrólisis en el pocillo de aztreonam.
Si se producía hidrólisis en ambos pocillos, se consideraba la presencia de
betalactamasas plasmidicasjunto a la hiperproducción de betalactamasas cromosómi cas.
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3.5.7. Localización genética de las posibles nuevas betalactamasas.
3.5.7. L Estudio deplá~mido&
Se estudió la presencia de plásmidos en aquellas cepas que presentaron nuevas
betalactamasas, con el fin de llegar a su caracterización genética.
• Extracción & ADNp¡asmidico. El ADN plasmidico se extrajo siguiendo el protocolo de
Harstein y col. (1990) con ligeras modificaciones. Se resuspendió el crecimiento bacteriano
correspondiente a la extensión de media placa de agar BI-ll, incubada 18 horas a 3Q0 C, en 3
ml de NaCí 2,5 M - EDIA 10 mM (pH 8,0). Se centrifugó 15 miii. a 2500 g, se
resuspendieron las células en 900 gil de sacarosa 20%-Tris 50 mM - EDTA 10 mM (pH 8,0),
0,5 inI de CTAB (0,5,%) (bromuro de cetil-trimetil-amonio) y 0,5 ml de Triton X-1 00 (1%).
Se uncubó 15 miii. en un baño a 560C y se centrikgó a 33000 g 45 mm. a 200 C, en una
centrifuga Sorvall. Se separó el sobrenadante y se añadieron 5 ml de CTAB (0,5%). Se
incubó en hielo 10 miii. y se centrifugó 15 mm. a 2500 g. El precipitado se disolvió en 250 gil
de NaCí 2,5 M - EDTA 10 mM (pH 8,0) y 500 i.tl de TE 10:1 pH 8,0. Se añadió 3 V1 de
ARNsa (500 hg/ml) y se incubé 30 miii. a 370<?. Las proteínas fUeron extraídas con fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico (2 veces), y el ADN plasnildico se precipité con un volumen
igual de isopropanol. Se centrifUgó, se dejó secar y se disolvió en 60 gil de agua destilada
estéril.
La electroforesis se realizó en geles de agarosa 0,7% en tampón TBE 0,5X. Se
añadieron 20 gil de muestra con 5 gil de tampón de carga en cada pocillo. Las condiciones de
electroforesis fUeron ¡8 horas a 30 V. Las bandas se compararon con otras de peso molecular




Este estudio se realizó con el fin de demostrar el papel de ciertos plásmidos en la
resistencia antimicrobianade Acinetoijacter.
Se siguió un protocolo que utiliza bromuro de etidio, en diluciones dobles seriadas de
16 a 1024 mgl, como agente curante. A partir de un cultivo de 18 horas en BHI, se realizó
una dilución al 1/100 y ésta se inoculó en un medio líquido (LB), que contenía cada una de las
diluciones de bromuro de etidio. Se incubaron a 370 C durante 18 horas. El medio con mayor
concentración de bromuro de etidio y con crecimiento bacteriano, se diluyó de nuevo hasta
conseguir un recuento aproximado de 200-300 col/placa, al resembrarlo en agar Mueller-
Hinton. Las colonias crecidas se replicaron con un terciopelo estéril en placas de agar con y
sin antibiótico. Se consideró que, las colonias que sólo habían crecido en las placas sin
antibiótico, habían perdido algún plásmido de resistencia a dicho antimicrobiano (Arthur,
1985).
Se comprobó la pérdida del plásmido de resistencia mediante la comparación de su
perfil plasmidico con el de la cepa parenteral. Al mismo tiempo se determinó la CMI para
comprobar la disminución de la resistencia antimicrobiana tras la pérdida del plásmido, y se
determinó el pI para demostrar la ausencia de labetalactamasa codificada por dicho plásmido.
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3.6. ALTERAClONDE LA PERMEABiLiDAD DE LA MEMBRANA EXTERNA.
3.6.1. Perfil de proteínas de membrana (OMPs).
• Extracción de lasproteínas de membrana externa.
Se siguió el protocolo de Martínez-Martínez y col. (1996). El crecimiento de las
cepas se realizó a partir del cultivo en medio sólido agar Mueller-Hinton. Se sembraron 4 a 5
colonias en 5 ml de caldo Mueller-Jilinton, que se incubó a 370<? durante 18 h en agitación. Se
inocularon 36 ml de caldo Mueller-Hunton precal entado a 37~<? con 4 ml del cultivo anterior,
que se uncubó durante 4 h, a 370C. Las bacterias se pusieron en un baño de hielo y se
centntgaron a 4000 g durante 15 mm. a 40C. Se lavaron con 20 ml de NaPO
4 lOmM (pH
7,2) y se resuspendieron en 5 ml del tampón anterior.
• Solubilización de las membranas celulares.
La suspensión bacteriana se sonicó durante 5 pulsos de 60 segundos cada uno
(manteniendo 60 segundos de descanso entre cada pulso) con frío constante. Posteriormente
se comprobó el descenso de la turbidez de la suspensión, midiendo la disminución de la
absorbancia a 650 nm. La suspensión se centrifugó a 4000 g durante 10 mm. a 4
0C y el
sobrenadante se centrifugó a 13.000 rpm durante 45 miii. a 40C. El sedimento se resuspendió
con 2 ml de sarkosyl al 2% y se dejó a temperatura ambiente durante30 mm. (Filip, 1973). Se
centnñzgó a 4.000 g durante 30’ y a 40<? y el sedimento se Javó con 750 u1 de Tris 0,0625 M
(pH 6,8). Se resuspendió en unos 80 gí de Tris 0,0625 M pH (6,8). Las muestras se
mantuvieron congeladas a -300C.
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• Determinación de la concentración de proteínas.
Laconcentración de proteínas se tituló siguiendo el método de Bradford (1976).
Para determinar la concentración de proteínas más adecuada que permitiera la visualización y
mejor discriminación de los diferentes perfiles de OMPs, se realizó la electroforesis con 4
muestras utilizando 3 concentraciones diferentes de cada una (1, 2 y 5 gig en 2 muestras y 1, 5
y 10 gig en otras 2 muestras).
• Preparación de las muestras y cargadel gel.
Se preparó un volumen final de muestra de 20 gil para cargar en cada pocillo del gel.
Para ello se añadió a 10 ííl de cada muestra, 8,5 gil de tampón de muestra 2X (TRIS 0,0625
M pH 6,8, glicerol al 10%, SDS 2%), 0,5 gil de solución de azul de bromofenol 0,1% y 1 gil
de 2-mercapto-etanol al 10%. Las muestras se hirvieron a 100 CC durante 5 miii.
• Electroforesis en gelesde poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE).
El análisis electroforético de las proteínas de membrana externa mediante geles SDS-
PAGE. Se realizó con una concentración de poliacrilamida al 14% (acrilamida 30o/o~
bisacrilamida 0,8%) para el gel separador, y de 6% para el gel superior, utilizando el tampón
de Laemmli (Laemmli, 1970).
La electroforesis se realizó en cubetas Mini-protean II celí de Bio-Rad, aplicándose un voltaje
de 120 V durante lh. Se utilizó un marcador de peso molecular “no teñido” estándar, que
incluía proteínas de 6,5 a 200 kD. El marcador se preparó de igual modo que las muestras
para la electroforesis SDS-PAGE. Los geles se tiñeron con una solución de azul de
Coomassie durante 30 mm. y se destiñeron con una mezcla de metanol: agua: ácido acético
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glacial 525:1 durante 2h aproximadamente. Los geles se secaron empleando el sistema
comercial DryEase, (NOVEX, San Diego) durante 12fr y posteriormente se fotografiaron.
• Observación delperfil de OMPs.
El perfil de bandas de OMPs se comparó visualmente. Se estableció el peso molecular
de las OMPs principales mediante su comparación con el peso molecular de las bandas del




4.1 IDEAUIFICACIÓNDELOSMJCROORGANISAIIOS MEDIANTE METODOS
FENOTÍPICOS.
4.1.1. Sistema API 20 NE.
En la figura 4.1 se presenta una fotografia del sistema API 20 NE como sistema
de identificación de Acinetobacter baumannil.
Todos los aislamientos de este estudio se identificaron mediante el sistema API
20 NL como Acinetobacter baumannh. Sin embargo, existen diferencias en los
porcentajes de positividad para cada una de las pruebas bioquímicas empleadas. En la
tabla 4.1 se presenta el porcent~e de aislamientos del estudio que producen una reacción
positiva para cada prueba bioquímica. Se puede apreciar que la totalidad de las cepas asimilan
malato y caprato.
La tabla 4.2 representa las pruebas bioquímicas con resultado negativo para la
totalidad de los microorganismos estudiados.
4.1.2. Hemólisis y Temperatura de crecimiento.
Mediante la producción o ausencia de hemólisis en agar sangre, y el crecimiento a
las diferentes temperaturas de 30, 37 y 440 C, se confirmó que el total de los aislamientos





Porcentaje de pruebas positivas por el sistema API 20 NE.
y y
Asimilación de malato 156 (lr/0)
Asimilación de caprato 156(100%)
Asimilaciónde fenil-acetato 155 (99,3%)
Asimilación dc arabinosa 154 (98,7%)
Asimilación de adipato 123 (78,8%)
Asimilación de citrato 98 (62,8%)
Asimilación de glucosa 62 (39,7%)
Asimilaciónde gluconato 5 (3,2%)
Asimilación dc maltosa 3 (1,9%)
Asimilaciónde N-acetil glucosamina 1(0,6%)
Asimilación de manitol 1 (0,6%)
Tabla 4.2.
Pruebas bioquímicas con resultado negativo para el tota] de los microorganismos estudiados.
Reducción de nitratos a nitritos




Hidrólisis de la esculina







4.2.).! Biotipada porelsistema APi 21)NL
Mediante el biotipado con el sistema API 20 NL se encontraron 14 biotipos diferentes
entre los 156 aislamientos estudiados. Ciento treinta y seis aislamientos (87,1%) se incluyeron
en 3 biotipos mayoritarios: (0001073 con 78 aislamientos, 0041073 con 31 aislamientos y
0041053 con 27 aislamientos). En cada uno de los 11 biotipos restantes se incluyeron de 5 a
1 aislamientos. En las tablas 4.3 y 4.4 se reflejan estos datos.
4.2.1.2. Biotipado por el sistema de Bouvdy (Yrimont.
Mediante el biotipado según el método descrito por Bouvet y Grimont (1987) se
encontraron 11 biotipos diferentes entre los 156 aislamientos estudiados. Noventa y nueve
aislamientos (63,4%) se incluyeron en el biotipo 1, veintinueve (18,5%) en el biotipo 8, y seis
(3,8%) del total de aislamientos se incluyeron en el biotipo 9. De manera minoritaria se
obtuvieron los biotipos 3, 4, 5, 10, 12, /5, /6, y 18, distribuidos entre los aislamientos




Biotipos mayoritarios definidos por el sistema API 20 NL.
‘BiotiPo Afl.’{~AL4sinientos
1,6,7,8, 11, 13, 15, 19,20,21,
22, 27, 28, 32, 34, 35, 36, 38, 39,
44,46,47,48,50,52, 54, 57, 59,
60, 61, 62, 63, 64,65,67,68,69,
000 1073 70, 71, 73, 74, 75, 77, 79, 80, 82,
84, 87, 88, 90, 91, 94, 96, 98, 100,
101, 102, 103, 104, 106, 108, 109,
113, 114,116,118, 119,120,121,





5,9, 10, 12, 14, 18, 26, 37, 40,41,
42,43,51,56,58,76,78,81,83,
85, 86, 89, 99, 105, 132, 133, 149,
150, 153, 154, 155
31(22,7%)
004 1053
2,24,29,30,33,49, 53, 55, 97,
111, 112, 124, 125, 130, 131, 135,
136, 137, 138, 139, 140, 141, 142,





Biotipos minoritarios definidospor el sistema API 20 NE.
1




¡ 0000073 16 1(5)
000 1071 92 1(5)
0001173 93 1(5)
000 1473 107 1(5)
0005073 110 1(5)





Distribución de los aislamientos de Acínetobacter según el perfilde biotipado de Bouvet y
Grimont(B yo).
bposbtoulp$oZ’ ¡ Ceps TaJ: 156 CIO*%>
1,4,6,7,8,9, 10, 11, 12, 15, 16, 17, 19,
22, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,41,
42,46, 47, 48, 50, 51, 54, 57, 58, 59, 60,
61,62,63,64,65,66,67,68,69,70,71,
¡ 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 99 (63,4%)
83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 93, 94,
95, 96,97,98,99, 100, 101, 102, 103,
104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 113,
114,118,119,120,121,122,123,126,
127, 128, 129, 138, 153, 154
8
43, 44, 55, 56, 111, 112,116, 124, 130,
131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 139,
140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147,
148, 151, 152, 156
29(18,5%)
9 2, 18, 27, 28, 30, 125, 6 (3,8%)
OTROS
(3,4,5, 10,12,15, 16, 18)
24,26,52,53, 115, 117,3,14,21,23,20,




4.21.3. Perfil de proteínas de membrana tierna (OMPs).
Se observó un perfil de OMPs muy similar en todos los aislamientos estudiados La
presencia de 3 OMPs principales predominó en la mayoría de las cepas.
El peso molecular (pm) se averiguó, primero mediante su comparación visual con el
patrón de bandas de peso molecular, y se confirmó posteriormente mediante un programa
informático. Una de las 3 OMPs principales tenía un pm de 42 kD, la siguiente de 27 lcD, y la
tercera de 17 kD.
Según los patrones definidos en el apartado de material y métodos, la mayoría de
los 55 aislamientos incluidos en este estudio (42 (76,3%)) se agruparon en un mismo
tipo, al que se le dió el número 1. A este tipo pertenecían todos los aislamientos que
presentaban como bandas principales las 3 OMIPs anteriormente descritas. El resto de
cepas (13 (23,6%)) presentaban patrones similares al patrón 1, puesto que en la mayoría
de ellos existía al menos una de las OMPs principales, pero con ciertas diferencias, que
les impidió agruparse entre sí. Se consideró, por tanto, que cada una de estas 13 cepas
tenía un patrón de proteínas de membrana externa diferente.
En la tabla 4.6 se muestra la distribución de las cepas según el perfil de OMPs. En la




Distribución de los aislamientos de Acinaobacter según el perfil de OMPs.
r~j,~,cdnofi4ps. r0te~ S%QO0%~
21, 23, 24, 25, 28, 32, 33, 36,
38, 44, 45, 47,48, 49, 50, 54,
1 ¡ 55,58,62,63, 71, 74, 79, 80, 42(76,3%)
86, 90, 91, 98, 101, 103, 107,
109, 111, 113, 114,118, 144,
146, 149, 150, 153, 155
2,3,4,5,6, 7,8,9, 10,11, 12, 5, 17, 29, 53, 78, 84, 92, 94, 13(23,6%)




4.2.2. Métodos genotípicos. REP-PCR.
• PCi? con iniciadores rep ¡y rep 2.
En el análisis con rep-PCR. se observaron patrones compuestos por 1 a 5 fragmentos,
que oscilaban entre 200 y 2000 ph, originando 3 tipos predominantes, que contenían
diferentes subtipos. El resto de patrones correspondía a tipos no agrupables entre sí (23
tipos). Se apreciaron además unas bandas de menor intensidad, pero no fUeron consideradas
para definir los perfiles. En la tabla 4.? se refleja la distribución de los aislamientos estudiados
en los diferentes patrones de bandas observados. En las figuras 4.111-A a 4.llI-D podemos
observar algunos de los perfiles obtenidos con PCR utilizando iniciadores rep 1 y rep 2.
- REPRODUCIBILIDAD DE REP-PCR. Al repetir el ensayo con una misma cepa 6 veces
en días distintos, se produjeron ligeras variaciones con respecto a las bandas menos intensas.
Sin embargo, las bandas más intensas, que definían el tipo, fUeron reproducibles.
4.2.3. Comparación entre los métodos dc tipado.
En este apartado se presentan los resultados de la distribución de aislamientos
obtenida con los diferentes métodos empleados (tablas 4.8 a 4.13). De estos resultados
se deduce que, en general se mostró una buena correlación entre la mayoría de los
métodos fenotípicos y Ja rep-PCR. Por este motivo se consideró a este método
genotípico como método de referencia y se utilizó para diferenciar entre grupos de cepas








..c>«.x~ ~ ~ A y’ . p. •~‘. r.. ,4’’




1, 6, 8, 16, 22, 32, 34, 37, 39, 44, 47,
5 1, 57, 64, 66, 74, 76, 80, 81, 85, 87,
89, 90, 99, 113, 114,118,119,120,
121, 122, 123, 124, 126, 127, 128,
129
7, 9, 10, 11, 12, 13, 15, 19, 20, 26, 29,
35, 41,42,46, 55, 56, 58, 59,60, 61,









14, 33, 43, 45, 50, 63, 95, 97, 112,
125, 131, 132, 133, 134, 135, 136,
137, 138, 139, 140, 141, 142, 143,
144, 145, 146, 151, 156
49,111,130




C 98, 100, 101, ¡04, 105, 107, ¡08, 103 8
D 77,78 2












Distribución de los aislamientos según biotipo API 20 NE y Upado con rep-PCR.
Distribución de los aislamientos según el biotipado de Bouvet y Grimont (E y Ci) y rep-PCR.







Distribución de los aislamientos según biotipo API y tipado de Bouvet y Grimont (B y O).
Distribución de los aislamientos según biotipo APIy perfil de OMPs.





4.2.4. Estudio de los diferentes grupos establecidos tras el tipado de los
microorganismos.
Según los patrones obtenidos por rep-PCR se establecieron 5 grupos
genéticamente relacionados, A, B, C, D y E, siendo A y B los predominantes, seguido en
menor número de C. El resto de aislamientos, al presentar diferentes patrones, no se
pudieron agrupar por lo que se consideraron cepas de aparición esporádica.
En la tabla 4.14 se observa la distribución de los aislamientos en los distintos
genotipos y Servicios del hospital, incluyendo las de procedencia ambulatoria. Se
observa que la mayoría de cepas esporádicas proceden del ambulatorio, mientras que las
cepas relacionadas genéticamente están distribuidas en los diferentes Servicios del
hospital. Hay que destacar un mayor predominio del grupo A en la UCI, seguido del
grupo B.
En la tabla 4.15 se muestra la distribución de los genotipos según el origen de la
muestra. Se observa que la mayoría de cepas relacionadas genéticamente proceden de
muestras respiratorias, a diferencia de las cepas de aparición esporádica donde el origen




Distribución de los genotipos según la procedencia de los aislamientos deAcinetobacter estudiados.
lngrend
Genotipo DCI Mffl NRL OTROS ~ AMB- 1 TOTAL
A~A,A1,A2) 60 7 3 11 0 81
B~B~B1,B2~ 18 9 2 6 5 40
C 5 1 0 1 1 8
OTROS 9 2 1 6 5 27
TOTAL 1 94 19 6 25 J 12 ji 156
UCI: Unidad de Cuidados Intensivos; MAR: Medicina Interna; NRL: Neurología; AME: origen
ambulatorio.
Tabla 4.15.
Distribución de los genotipos según el origen de la muestra.
A{A~Al, Al) 42 7 8 12 12 81
(B,BI,B2) 10 9 4 2 15 40
U 4 1 1 0 12 8
OTROS 12 9 3 2 1 27
TOTAL 68 26 16 16 30 156
RESP: muestras respiratorias; O: orina; SAN: sangre; PUCA: punta de catéter.
Tipo de muestr
- - Genotipos - ji RESP SAN PUCA OTRAS Jj TOTAL
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4.3. ESTUDIODE SENSIBILIDADANT/MICROBIANA in vllro.
4.31. Resultados del estudio de la concentración mínima inhibitoria (CMI).
4.3.1.1. Sensibilidad antimicrobiano a betalactámicos.
Los resultados de sensibilidad antimicrobiana, expresados en CMb0, CNWo,
intervalo y porcentaje de sensibilidad (%S) a los 15 antibióticos betalactámicos
estudiados en el total de aislamientos, se muestran en la tabla 4.16.
Se observa en general, que los porcentajes de sensibilidad a betalactámicos son
bajos. La escasa sensibilidad se observa, tanto en las penicilinas (de reducido y amplio
espectro), como en las cefalosporinas de Y y 43 generación, con unos porcentajes que
rondan, en ambos casos, en tomo al 10-20%. Dentro de las cefalosporinas, se podría
destacar una mayor actividad a ceftazidimay cefepima, con respecto a cefotaxima.
Los mayores porcentajes de sensibilidad corresponden a los carbapenémicos,
imipenem, y meropenem (88,4 y 89,1% respectivamente), que presentan similares
valores de CMLo y CMI%. Hay que destacar, sin embargo la considerable proporción de
aislamientos con elevada resistencia a estos antibióticos.
Respecto a las combinaciones de betalactámicos con inhibidores de
betalactamasas no se demuestra una significativa reducción de la CMI al realizar dichas
asociaciones; únicamente se observa una buena actividad ¡ti vitro en ampicilina-
sulbactam, con un elevado porcentaje de cepas sensibles (84,6%).
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Aunque no disponemos de puntos de corte para establecer el porcentaje de
sensibilidad a los inhibidores sólos, observamos que los valores de CMLo y CMI9o para
ácido clavulánico y tazobactam fUeron elevados, sin embargo sulbactam mostró una
buena actividad in vi/ro, con valores de CM150 y CMtO muy similares a los de
ampicilina-sulbactam.
4.3.1.2. Sensibilidadantimicrobiana a antibióticos no betalactúmicos.
Los resultados de los porcentajes de sensibilidad a antibióticos no betalactámicos
se muestran en la tabla 4.17. Se observa que colistina mantiene su buena actividad
antimicrobiana presentando una sensibilidad del 100%.
Los aminoglucósidos presentan bajos porcentajes de sensibilidad, excepto
tobramicina que muestra una buena actividad in vi/ro.
Otros antibióticos como ofloxacino y doxiciclina presentan valores de CMI muy













4.3.2. Variación de la sensibilidad antibiótica en el periodo de tiempo estudiado.
La distribución de los aislamientos en el tiempo se muestra en la figura 4.1V. El
mayor número de microorganismos (69 (44%)) apareció en el año 1995.
En las figuras 4.V y 4.VI se observa la evolución de la sensibilidad a todos los
antimicrobianos estudiados, según los diferentes años de estudio. En las tablas 4.18 a
4.20 se muestran los valores de CM150 y CMTI% para cada antimícrobiano, en cada alio
estudiado.
Cabe destacar, en general la disminución paulatina de la sensibilidad en la mayoría
de los antibióticos según los años estudiados, especialmente en los carbapenémicos.
Tobramicina sin embargo mantiene sus valores de CMI en los 3 años de estudio, al igual
que algunos antibióticos de baja actividad tales como rifampicina y azitromicina, Como
excepción, algunos betalactámicos como piperacilina-tazobactam y ampicilina-sulbactam
tienen una actividad in vi/ro cada vez mayor, llegando a valores cercanos al 100% para
este último antibiótico.
4.3.3. Variación de la sensibilidad según la procedencia de los microorganismos.
En las figuras 4.VII y 4.VIII se comparan los porcentajes de sensibilidad a todos
los antibióticos estudiados según la procedencia de las cepas.
Se observa, en general, una mayor sensibilidad antibiótica en las cepas
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4.4. PERFILES DE RESISTENCIA.
Los resultados de los fenotipos de resistencia a betalactámicos según el criterio
establecido por el NCCLS de 1998 (criterio A) demostraron el predominio de los
aislamientos resistentes a todos los betalaetámicos, a excepción de imipenem (68,5%).
En segundo lugar destacaba el grupo III, al que pertenecen las cepas resistentes
únicamente a cefalosporinas de tercera generación (12,8%). seguido del grupo V, donde
los aislamientos presentaban resistencia a todos los antibióticos betalactámicos incluido
imipenem. Los aislamientos pertenecientes al grupo 1 y II fUeron minoritarios. Estos
resultados se reflejan en la tabla 4.21 y figura 4.VH.
Dentro de los grupos III y IV hubo un predominio de cepas resistentes a las dos
cefalosporinas (CAZ, CTX). Las cepas con resistencia a CAZ y CTX (14 aislamientos)
predominaron sobre las cepas sensibles a CAZ (6 aislamientos) dentro del Grupo III. De
igual modo, en el Grupo IV predominaron 100 aislamientos resistentes a ambas
cefalosporinas frente a las ‘7 cepas sensibles a CAZ.
Según el criterio establecido por el NCCLS de 1997 para microorganismos no
fermentadores (criterio B), y coincidiendo con el de años anteriores, se observó un
mayor predominio de cepas pertenecientes al Grupo III (55,1%), seguido del Grupo IV
(26,2%). De nuevo predominaron las cepas resistentes a ambas cefalosporinas (75
aislamientos) frente a 11 cepas sensibles a CAZ en el fenotipo III, al igual que en el IV
(100% de las cepas resistentes a CTX y CAZ).
En los Grupos 1, II, y y la distribución de las cepas fue similar a la clasificación






4.5. ESTUDIO DEBETALA CTAMASAS.
4.5.1- Detección cualitativa de la actividad betalactamasa.
Se observó, mediante el ensayo de la hidrólisis de la nitrocefina, que la mayoría
de los 156 extractos enzimáticos estudiados, presentaban actividad betalactamasa (145
(92,9%)). De éstos, el 95,8% dieronla reacción de la nitrocefrna positiva en un máximo
de 2 minutos y sólamente 6 extractos tardaron entre 3 y 5 minutos en dar la reacción
positiva (tabla 4.23).
Tabla 4.23.
Distribución de los extractos enzimáticos según la actividad betalaetamasa mediante la
prueba de la nitrocefina.
4.5.2. Determinación del pI mediante isoelectroenfoque.
En la determinación del pI por isoelectroenfoque, se observó que, la mayoría de
los extractos enzimáticos NCF(+) (143) presentaban 1 o varias bandas de pI. Unicamente
en 2 extractos NCF(+) no se demostró ningún pi. Al mismo tiempo, se observa cómo
150
Resultados
estos extractos tardaron un tiempo mayor en dar la NCF(+) que los demás. En las tablas
4.24 y 4.25 se observa la relación de extractos que aún siendo NCF (+), pueden
presentar o nó bandas de pi, y la relación con el tiempo en positividad de la reacción de
la nitrocefina.
• Entre aquellos extractos pI(±)se observó que el 87,4% presentaban una única
banda de pi superior a 8. Utilizando geles de poliacrilamida, con un rango de anfolitos
más estrecho (5,5 - 8,5), se intentó definir el pI lo más exacto posible. De este modo se
dividieron los extractos enzimáticos anteriores en los grupos a y b (tabla 4.26),
correspondiendo al grupo a (72%), aquellos extractos que presentaban el pl más cercano
al cátodo (pI 8,5). Al grupo b (28%), pertenecieron aquellos con pl inferior a 8,5 pero
superior a 8. Según el pI observado en ambos grupos, se sugirió la presencia de
betalactamasas cromosómícas tipo cefalosporinasa en estos extractos enzimáticos.
• Un sólo extracto enzimático (0,69%) presentó 2 bandas de pI. Una de ellas se
correspondía con la de las cepas del grupo a, mientras que la otra banda presentó un pI
de 5,4. Estos datos parecen indicar la presencia de una cefalosporinasa cromosómica
junto a una betalactamasa plasmidica tipo TEM- 1, en dicho extracto enzimático.
• En dieciseis extractos enzimáticos (11,1%) se observó la presencia de una
banda principal de pl en tomo a 7,7, que aparecía junto a 3 bandas satélites (2 de ellas
con pis algo inferiores y una 3~ banda con pi próximo a 8) (figura 4.XI).
• Un único extracto (0,69%) presentaba un pl de 6,8-7, junto a 2 bandas satélites




Comparación de la prueba de la reacción de la NCF con el pI de los extractos enzimáticos.
Tabla 4.25.
Relación entre el pI y tiempo de positividad para la prueba de la nitrocefina.
Distribución del pI en el total de extractos enzunáticos estudiados.
PI u
u
pI 8,5 <‘a) 90(72%)
pI 8-8,5 (b) 35 (28%)
pI 5,4 1 (0,690/o)
pl 7,7 16(11,1%)








4.5.3. Caracterización de las betalactamasas.
4.5.3.1. Determinación delperfil inhibitorio.
4.6.31.1. Perfil inhibitorio mediante isoelectroenfoque.
Con el fin de hacer una caracterización preliminar de las betalactamasas
anteriormente detectadas, se escogió un extracto enzimático representante de cada grupo
con diferente pi, y se repitió la técnica de isoelectroenfoque añadiendo sustancias
inhibidoras de pI. Se observó que las bandas de pi superiores a 8 (grupos a y b) no se
inhibían por ácido clavulánico, aunque sí por cloxacilina y sulbactam. La banda de pI 5,4,
se inhibía por ácido clavulánico y sulbactam, pero no por cloxacilina. Los extractos que
presentaban betalactamasas con pi próximos a 7,7 y a 6,8 no se inhibían ni por ácido
clavulánico, ni por sulbactam ni por cloxacilina.
4.6.3.1.2. Perfil inhibitorio mediante un ensayo cromagéníco (Determinación
cualitativa>.
Como método confinnatorio al anterior se escogieron 87 extractos enzimaticos y se
determinó el perfil inhibitorio de manera cualitativa, según el método espectrofotométrico de
Papanicolau y col. (1990).
Se observó que la mayoría de los extractos estudiados (84 (96,5%)) correspondían a
betalactamasas cromosómicas, puesto que se inhibían por cloxacilina, sulbactam y aztreonam,
pero no por ácido clavulánico. Asimismo las 2 cepas en las que no se observaba banda de pI,
pero sí actividad betalactamasa mediante la hidrólisis de nitrocefina, mostraron el mismo perfil
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de inhibición que las demás cefalosporinasas cromosómicas, por lo que fueron incluidas en
este grupo. Un único extracto (1,1%) mostraba una clara inhibición por sulbactam y
aztreonam, no se inhibía por cloxacilina, y no presentaba una clara inhibición por ácido
clavulánico. Este extracto correspondía a la cepa que, mediante la determinación del pI había
mostrado 2 betalactamasas: una enzima tipo TEM-l y otra ceiblosporinasa. Por este motivo
se explicaron los resultados de perfil de inhibición contradictorios en este extracto.
Dos extractos enzimáticos (2,2%) presentaban un perfil inhibitorio desconocido, ya
que no mostraron inhibición por ninguno de los betalactámicos estudiados. En la figura 4.XIiI
se observa un ejemplo de la inhibición de la mayoría de los extractos por cloxacilina (color
amarillo), y la ausencia de inhibición por sulbactam y ácido clavulánico (color rojo).
Estos resultados confirmaron los resultados del apartado anterior, y permitieron
clasificar las betalactamasas, según el esquema de K. Bush (1995), en 3 grupos:
- Cefalosporinasas cromosómicas. Clase C, grupo 1.
- Enzimas plasmídicas tipo TEM-1. Clase A, grupo 2b.
- Nuevas betalactamasas.
Al mismo tiempo, se pudo estudiar la distribución de las betalactamasas en los
aislamientos clínicos de este trabajo, cuyos resultados se representan en la tabla 4.27.
Tabla 4.27.
Distribución de las betalactamasas en los aislamientos clínicos de Acinetobaeter spp.
Bctalactamasas
Cefalosponnasas (Csas) (pI>8)
Csas (pl >8) ±ThM-1 (pl 5,4)





4.5.3.2. Caracterización de betalactamasas cromosómica&
Una vez encuadradas la betalactamasas en los diferentes grupos, de acuerdo con los
resultados anteriores, se procedió a estudiar con más profundidad las betalactamasas
cromosómicas, mediante la determinación del perfil inhibitorio de manera cuantitativa y
mediante el estudio del perfil de hidrólisis.
4.5.3.2.1. Perfil de inhibición de las betajactamasas cromosómicas.
De los 84 extractos enzimáticos que mediante el pi y el perfil de inhibición habían
mostrado únicamente actividad cefalosporinasa, se escogieron 40 extractos para estudiar
el perfil inhibitorio de manera cuantitativa,
4.5.3.2.1.1. Deternúnadón cuantitativa.
Se determinó el porcentaje de máxima inhibiciónde las betalactamasas.
• Renroducibilidad
:
La representación de los resultados de inhibición por ácido clavulánico, cloxadiina y
sulbactam para los enzimas de referencia TEMA se observan en la tabla 4.28.
Tabla 4.28.
Perfil inhibitorio de los enzimas de referencia ThM-l, expresado como la media de porcentajes de
maxuna inhibición
Origen ~4actannsa Ácido clavulñnico Cloxacilina Sulbactam
II. influenzae 86,5 11,8 85,2
E. cok 84,5 17,4 84,3
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4.5.3.2.1.2. Móxhno porcentajede inhibición.
La mayoría de las betalactamasas presentaron un máximo porcentaje de inhibición
entre los 2 y 5 minutos. Estos resultados demuestran una gran similitud entre ellas. Los
valores de máxima inhibición no superaron el 45% en ningún extracto enzimático. Todos
ellos mostraron una inhibición para cloxacilina, sulbactam y aztreonani entre 80-90%. Los
máximos porcentajes de inhibición para CINa y EDTA frieron inferiores al 30% en todos los
casos. En las tablas 4.29 y 4.30 se muestra el perfil de inhibición de algunas betalactamasas
cromosómicas procedentes de cepas con diferente genotipo, expresado como el valor medio
del máximo porcentaje de inhibición.
Se estudió la variación de la inhibición con el tiempo, expresada mediante el valor de
“pendiente”, para aquellas enzimas que presentaran un porcentaje de inhibición superior al
25% en alguno de los inhibidores; de este modo se podían diferenciar las betalactamasas con
porcentajes de inhibición muy similares. En las tablas 4.31 y 4.32 se comparan las diferencias
entre los perfiles de inhibición (mediante la pendiente) y pI de algunas betalactamasas de
cepas con diferente genotipo. En las figuras 4,XIH y 4.XIV se ofrecen algunos ejemplos de
variación de la inhibición con el tiempo.
Se puede observar, en general una relación entre el pl a con una “pendiente” superior
a 0,3 para cloxacilina y aztreonam, dentro de las cepas agrupadas genotípicamente. Sin
embargo las cepas no agrupables no muestran relación entre el pi y perfil de inhibícion.
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Tabla 4.29












94 82 94 116 10
93,4 884 93,9 12 16
90,4 91,4 91,4 15,9 15,9
93,4 87,7 92,9 15,5 36
93,7 90,8 94,8 10,8 14,4
82 80,4 88,8 18,4 15
%‘ ~ C 13,6 96,3 82,1 94,2 ¡0,8 14,4
C 12,8 94,4 87,2 95 11,6 15,8
Tabla 4.30.










































































































































































































4.5.3.22 PERFIL DE HIDRÓLISIS.
Este estudio se realizó con los extractos enzimáticos crudos, obtenidos de los
aislamientos incluidos en el estudio de determinación del perfil de inhibición.
4.5.3.2.2.2. Método microbiológico.
•Todos los extractos enzimáticos crudos que presentaban actividad
cefalosporinasa mostraron hidrólisis por los siguientes antibióticos betalactámicos:
- Ampicilina, cefazolina, ceibroxima, cefotaxima.
•Ninguno de los extractos estudiados mostró hidrólisis de:
- Ceflazidima, carbenicilina, imipenem, meropenem.
Mediante estos resultados se demostró que las cepas incluidas en el estudio
mostraban una clara actividad cefalospo¡inasa, que no afectaban apenas a las penicilinas,
ni a los carbapenémicos. Los resultados de este trabajo se confirmaron con el método
espectrofotométrico.
4.5.3.2.2.2. Método espectrofotométrico
Se seleccionaron 16 cepas de las incluidas en el estudio del perfil inhibitorio
cuantitativo, que correspondían a aislamientos de diferente patrón de genotipado, que a
su vez presentaban diferentes perfiles de resistencia a betalactámicos.
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Se calculó la actividad enzimática específica (expresada en U) hacia cefaloridina
(LOR) y bencilpenicilina (PEN). Al antibiótico que presentara la mayor actividad
hidrolítica se le adjudicó el valor del 100%. El perfil de hidrólisis hacia el resto de
antimicrobianos se expresó en porcentaje de hidrólisis con respecto al antibiótico que
representaba el 100%.
Algunos extractos enzimáticos mostraron la hidrólisis hacia cefaloridina 100 gM,
mayor que hacia bencilpenicilina, por lo que se le dió a dicho antibiótico el valor del
100%. En otros extractos se utilizó una concentración superior de cefaloridina (lniM)
para demostrar la actividad cefalosporinasa, ya que a concentraciones inferiores se
observaba una actividad enzimática hacia bencilpenicilina superior al 100%. Dentro del
grupo de cepas relacionadas genéticamente predominó este último grupo de
cefalosporinasas que tenían en común el mismo tipo de pI a, sin embargo dicha relación
no se pudo establecer en las cepas no relacionadas genéticamente (tablas 4.33 y 4.34).
En la tabla 4.35 se muestran los valores de actividad enzimática específica
reflejados para diferentes antibióticos, expresados como porcentaje de hidrólisis respecto
a la cefaloridina. Mediante este ensayo no se pudo demostrar la hidrólisis de cefotaxima,
aunque sí se confirmó la ausencia de hidrólisis de ceflazidima, carbenicilina, imipenem y




Distribución de las cepas genéticamente relacionadas según la actividad hidrolítica de
bencilpenicilina y el pI.
100-150% hidrólisis PENt II
<100% hidrólisis PEN*
pl a (>8,5) 44, 32, 90, 50, 98
pI b (8-8,5) 86 55, 107, 144
* Se considera la hidrólisis de cefaloridina 100
1iM como el 1000/o.
Tabla 4.34.
Distribución de las cepas no relacionadas genéticamente según la actividad hidrolítica de
bencilpenicilina y el pI.
100-150% hidrólisis PEN* ¡ <100% hidrólisis PEN
t




























































































































































































































4.5.3.23. ~4RAUTERINDUcTOR/CONSTITUTIVO DE LASBETI4LACI’AMASAS
CROMOSÓMICAS
Para este estudio se seleccionaron cepas que presentaran cefalosporinasas
cromosómicas (pI >8, inhibición por sulbactam, cloxacilina pero no por ácido clavulánico), y
pertenecieran a los fenotipos de resistencia 1 o II (sensibles a cefalosporinas de 3~ generación).
Además se incluyeron algunas cepas que, aunque perteneciendo al fenotipo III, presentaban
bajo nivel de resistencia a cefalosporinas de 3~ generación, y se consideraban sensibles por la
técnica de difusión en disco. En la tabla 4.36 se representan los aislamientos elegidos, junto al
valor de CMI que presentan a las cefalosporinas estudiadas.
Tabla 4.36.
Relación de cepas elegidas con sus correspondientes valores de CMI a cefalosporinas de 3~
generacion.
wll4In{n1$íI44l8o~B4I94~x41I 152
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No se observó la presencia de betalactainasas inducibles por el método de sinergia en
doble disco, ya que no hubo achatamiento de los halos de cefotaxima, ni tampoco por el
método de incorporación de inductor al agar. Se observó sin embargo que la cepa control de
inducción de betalactamasa (Serrada marcescens), producía un achatamiento del halo de
cefotaxima ante la proximidad del halo de cefoxitina. Se confirmó la presencia de
betalactamasa inducible en la cepa control por el método de incorporación de inductor al
agar, ya que el halo de inhibición de cefotaxima era mayor en la placa con imipenem que en la
placa sin antibiótico, a diferencia de las cepas de Acinetobacter, donde no se observaban
diferencias en los respectivos halos de inhibición de cefotaxima (en las placas con y sin
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ñnipenem). En la figura 4.XV se observa la ausencia de inducción de betalactamasa por el
método de incorporación de inductor al agar, en un aislamiento de Acinetobacter, y la
presencia de betalactamasas inducibles en lacepa control.
4.5.3.1.4. HIPERPRODUCCIÓNDE BETALACTAMASA CROMOSÓMICA..
Para realizar este estudio, se escogieron 23 cepas, 20 de ellas con actividad
cefalosporinasa ya caracterizada y procedentes de diferentes genotipos, y el resto con
diférentes betalactamasas (cepas 38 y 113, con cartapenemasas, 103 con cet~1osporinasa y
enzima TEM- 1), que se utilizaron como controles negativos de hiperproducción de
betalactamasas. Un 47,8% del total de las cepas (11123) mostraron hiperproducción, y un
52,1% no lo mostraron. La mayoría de las cepas positivas pertenecían al perfil de resistencia
tipo IV, y algunas al fenotipo III. En cualquiercaso, todas las cepas presentaban resistencia a
las cefalosporinas de 30 generación, generalmente de alto nivel. Unicamente 3 cepas eran
sensibles a ceflazidima, aunque resistentes a cefotax¡ma.
Las cepas que no mostraron hiperproducción de betalactamasas, pertenecían o bien al
grupo 1 o a] grupo III o IV. En la mayoria de los casos, eran sensibles o presentaban
resistencia de bajo nivel (valores de CMI intermedio), a las cefalosporinas de 38 generación
(cefotaxima y ceflazidima).
Unicainente 2 cepas no hiperproductoras de betalactamasas presentaron alto nivel de
resistencia a ceftazidima, una de ellas era sensible a cefotaxima. Esta técnica fUe negativa
además en las 2 cepas portadoras de carbapenemasas (cepas 113 y 38), así como en la cepa
103 que presentaba simultáneamente 2 betalactamasas (TEM-l y Cefalosporinasa). Estos





Comparación de los valores de CMI a cefalospoxinas de V generación, en diferentes cepas
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4.5.3.3. BetuJadamasasplasmídicas tipo TEM-1. Perfil de inhibición
La presencia de 2 betalactamasas simultáneamente en el mismo extracto
enzimático crudo dificultó el estudio del perfil inhibitorio de manera cuantitativa. Se
mostró claramente la inhibición por sulbactam y aztreonam, y no por cloxacilina. La
inhibición por ácido clavulánico, en tomo al 600/o, y la clara inhibición por aztreonam impidió
demostrar la actividad única de enzima tipo TEM- 1, por lo que se corroboré ¡a presencia de
una enzima cefalosporinasa cromosómica unida a la anterior.
En la tabla 4.39 se pueden observar los valores de máximo porcentaje de inhibición
porlos inhibidores estudiados.
Tabla 4.39.
Máximo porcentaje de inhibición del extracto 103 (TEM-l + Csa).
Dada la importancia de ciertas betalactamasas en cepas resistentes a carbapenémicos,
y ya que por los estudios de caracterización preliminar no se logró encuadradas en ningún
esquema de clasificación, se procedió a una caracterización más específica de las mismas.
Para ello se seleccionó uno de los extractos que presentaba pi de 7,7 (cepa 113), y de igual




4.53.4.1. DETERA<fINACIÓN CUAN7TFATWA DEL PERFIL DE INHIBICIÓN
• Se determinó el perfil inhibitorio a ácido clavulánico, sulbactan, cloxacilina y
aztreonam. La máxima inhibición de todos los antibióticos estudiados en ambos extractos
se observó a los 2 ¡rin. Según los porcentajes de máxima inhibición no se apreció una
clara inhibición por ácido clavulánico, cloxacilina, sulbactam, ni por aztreonam. Estos
resultados quedan expuestos en la tabla 4.40.
Tabla 4.40.
Máximo porcentaje de inhibición de las nuevas betalactamasas.
• En e] estudio de inhibición por EDTA, se descartó la posibilidad de que
ninguno de los extractos, ni el 113, ni el 38 correspondieran a “metalo-enzimas” (Tabla
4.41).
• Por otro lado no se observó la inhibición de ninguna de las betalactamasas por
CINa a las concentraciones estudiadas. (Tabla 4.41).
Tabla 4.41.





• El extracto enzirnático, utilizado crudo y a diversas diluciones, que correspondía a
la cepa 38, con pI de 6,8-7 hidrolizó los siguientes antibióticos:
- Ampicilina, cefazolina, oxacilina, carbenicilina, imipenem y meropenem.
- No se observó claramente la hidrólisis de cefliroxima.
- No se observó la hidrólisis de cefotaxima y ceflazidima.
Ante estos resultados se pudo afirmar que esta betalactantasa presentaba actividad
carbapenemasa, debido a la hidrólisis de imipenem y meropenern, probablemente penicilinasa,
ya que hidrolizaba a las penicilinas y apenas afectaba las cefalosporinas.
• De igual modo, se estudió la hidrólisis enzimática que presentaba el extracto
enzimático de la cepa 113 crudo, y a diversas diluciones, observándose una clara hidrólisis de
todos los betalactámicos incluidos en el estudio, excepto en el caso de ceflazidima, donde la
hidrólisis no lite muy clara.
Por tanto se pudo afirmar que esta betalactamasa erauna carbapenemasa, afectando a
ambos carbapenémicos, con clara actividad penidiinasa, que además hidrolizaba la
carbenicilina, y oxacilina, pero que también afectaba a las cefalosporinas de 10, Y y a algunas
de 30 generación. En la figura 4.XVI se muestran los resultados de la hidrólisis de imipenem
de estas nuevas betalactamasas (cepas 38 y 113) mediante el método microbiológico.
Los resultados del perfil de hidrólisis realizados medianteel método microbiológico se





Para este estudio se utilizaron los extractos enzimáticos crudos. Se puede
observar en la tabla 4.42 como en ambos extractos enzimáticos (113 y 38) predomina la
actividad penicilinasa, por lo que la actividad hidrólitica hacia el resto de antibióticos se
expresa en porcentajes de actividad con respecto a bencilpenicilina (hidrólisis 100%).
En el extracto 113 se observa una elevada actividad hidrolítica hacia
carbenicilina, tal y como se había demostrado mediante el método microbiológico, sin
embargo la actividad mostrada por este método hacia oxacilína, cefotaxima, imipenem y
meropenem no se observa mediante el estudio espectrofotométrico. El ensayo
microbiológico fUe suficiente para afirmar que se trataba de una carbapenemasa tipo
penicilinasa, con actividad hacia carbenicilina y oxaclina fUndamentalmente, que además
afectaba a las cefalosporinas.
En el extracto 38 únicamente se muestra, mediante el método
espectrofotométrico la actividad hidrolitica hacia penicilina. La actividad hidrolitica hacia
el resto de antbióticos estudiados no se pudo comprobar por este método. No obstante
con los estudios realizados por el ensayo microbiológico se pudo afirmar que se trataba
de una carbapenemasa de tipo penicilinasa que afecta ligeramente a oxacilina y




Perfil de hidrólisis de las betalactamasas de Acinetobacter spp.
Tabla 4.43.









4.5.3.4.3. CARACTERIZACIÓN GENÉTICA DE LAS BETALA CTAMASAS:
ESTUDIO DE PLÁSMIDOSDE RESISTENCIA
Se estudió la presencia de plásmidos en ambas cepas, con el fin de curarlos
posteriormente, y determinar si éstos afectaban o no a la resistencia antimicrobiana,
principalmente a los carbapenémicos.
Se observó lapresencia de un plásmido de >40 mO en la cepa 113. En la cepa 38, se
observaron 2 plásmidos. (Figura 4.XVII).
Tras el tratamiento del cultivo de las cepas con bromuro de etidio, se logró eliminar el
plásmido de la cepa 113. Sin embargo la cepa 38 no se pudo curar.
Los siguientes estudios pennitieron comprobar la implicación de dicho plásmido en la
resistenciaantibiótica:
- Se observó que la CMI a imipenem, meropenem, cefotaxima y ceflazidima había
disminuido claramente en la cepa curada respecto de la original. (Tabla 4.43). No se observó
disminución de laCMII a ticarcilina.
- Se observó la ausencia de bandas de pI en el extracto enzimatico puro, obtenido por
somcación de la cepa curada.
Tabla 4.44.




4.6. ALTERACIÓNDELA PERMEABiLIDAD DELA MEMBRANA EXIERMA.
4.6.1. Opt¡m¡zación de la concentración de proteínas.
Para conseguir la concentración de proteínas más adecuada para el estudio del perfil
de OMPs, se realizó la electroforesis SDS-PAGE con 4 muestras, empleando 4
concentraciones diferentes de cada una de ellas (1, 2, 5 y 10 gg). De las 4 concentraciones
diferentes estudiadas se observó que la concentración de 5 ¡.ig era la que permitía una mejor
visualización del perfil de OMPs, tanto de las OMPs principales como de las minoritarias. De
este modo se podría comparar la posible disminución o ausencia en algunas de ellas. En las
figuras 4.XV1IJ-A y XVIII-B se observan los perfiles de OMPs obtenidos a las
concentraciones de 1, 2, 5 y 1, 5, y 10 ~sgrespectivamente, de las 4 muestras estudiadas. En
todos los casos se observa que la concentración de 5 ~ig es la que permite una mejor
visualización del patrón de OMPs.
4.6.2. Alteración de las OMPs como posible mecanismo de resistencia.
El ánalisis de las proteínas de membrana externa (OMPs) de Acinetobacter mediante
la electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) mostró un perfil de OMPs muy
similar en todos los aislamientos estudiados.
La presencia de 3 OMPs principales se observó en la mayoría de las cepas, con pesos
moleculares aparentes de 42, 27 y 17 kD.
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Al comparar cepas con diferentes perfiles de resistencia dentro de cada genotipo no se
observó disminución o ausencia de ninguna de las OMPs principales.
Igualmente se compararon varias cepas resistentes a carbapenéniicos con otras
pertenecientes al mismo genotipo pero sensibles a estos antimicrobianos, y a su vez con
diferentes perfiles de resistencia a betalactániicos. No se observó ausencia de ninguna de las
OMPs principales ni disminución de la intensidad de las mismas, siendo los perfiles de
proteínasiguales. Tampoco se observaron difrrencias en los perfiles de OMPs al comparar la
ceparesistente a imipenem con su correspondientecepa curada.
En las figuras 4.XITX-A a 4.XIX-D se observan comparativamente los perfiles de
OMPs en las diferentes cepas estudiadas.
Los resultados de este estudio demuestran por tanto que a pesar de la elevada
resistencia antimicrobiana en Acinetobacter la alteración en la penneabilidad de la membrana







4.7. ESTUDIO DE LA RELACIÓNEPITRE ELFENOTIPO DE RESISTENCIA YLA
PRODUCCIÓNDEBETALA CTAMASA5 ENACÍATETOBACTER.
El estudio del fenotipo de resistencia a betalactámicos se estableció siguiendo las
normas del NCCLS de 1998 (criterio A) y comparativamente según el NCCLS de 1997
(criterio B). En las tablas 4.45, 4.46, 4.47 y 4.48 se muestra la relación entre el fenotipo
de resistencia a betalactámicos (criterios A y B respectivamente) y la producción de
betalactamasas en el total de los aislamientos de Acinetobacter incluidos en el estudio.
El predominio de cepas resistentes (Grupos 11111V dependiendo del criterio
aplicado) se relacionó con la elevada producción de betalactamasas.
Se observó una mayor relación en cuanto a la producción de Csas y cepas del
Grupo III, y en cuanto a la presencia de enzimas tipo TEM- 1 en las cepas del Grupo II,




Patrón fenotipico de resistencia y betalactamasas en Acinetobacter (criterio A).
“o o ~ “~1’z~
tJflXAfltMAfl¿t~~’~t«’~” y«~.4yt .. O fl~nñI7~tntIrr..nnflM~~v,,4¿’ r~ té #t4
Grupo 1 (TIC PIP5 CTX8 CAZ8 Jjt4pS> 10 4 6
Grupo II (TICR PIP’~ CTX8 CAZ8 IMP8) 2 1 1
Grupo III (TIC pjjp” CTXR CAZ” IMP8) 20 19 1
Grupo IV TICR Pit CTXR CAZ” IMP8) 107 106 1
Grupo y (TIC PIP’~ CTXR CAZR ¡Mt) 17 17 0
TOTAL 1 156 145 j U
Tabla 4.46.
Patron fenotipico de resistencia y betalactamasas en Ac¡netobacter (cnteno B)
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Grupo ¡ (TIC8 pjjp8 CTX8 CAZ5 IMP8) 11 4 7
Grupo II <TIC PIt CTX5 CAZ8 IMP5) 1 1 0
Grupo m (TIC8 PU>” CTXR CAZ” IMP8) 86 83 3
Grupo IV TICR p
11>R CTXR CAZ” IMP
8) 41 40 1
Grupo y (TIC p
1pR CTX





Patrón fenotipico de resistencia y betalactamasas en Acinetobacter (criterio A).
¾» 1
4’¿ ¿ ~ ,~;4y “~V ~.,, ~‘~fl’S-~~’ 4-.7 ~ .yO - 7 ‘~4< ~ ¿.~.
GnjpoIcflC8PIrcTX8cAZ8lMPt> 10 4 0 0 6
Grupo II (T1C’~ ¡‘it CTX8 CAZS ¡Mt) 2 0 1 1) 1
Grupo III (TIC FtP” CTXR CAZ” IMr) 20 19 0 0 1
Grupo IV TICR ¡‘it CTXR CAZ” IMIfl 107 106 0 0 1
Gn.poV(TICRPIPRCTXRCAZRJMt) 17 0 0 17 0
TOTAL
Tabla 4 48
Patrón fenotipico de resistencia y betalactamasas en Acinetobacter (criterio B).
~ ....... y.. r~.
2..A’nna«nnlar4smnn ~ ~rrMj.n- ~47 ~.. ~.—
y.,2 ~ ... ..... .It¿ , «.y<.:4~.. ..*Y..4 y:, ...-..,4
Grupol(TIC
8PIrCTX8CAZ8IMP8) 11 4 0 (1 7
Grupoll(TICRPITtCTXSCAZSIM#> 1 4) 1 4) 4)
Grupo III (TIC Ftp” CTX~ CAZ” ¡Mr) 86 83 0 0 3
GnIpo1VTlCPIPRCflRCAZVIMPS) 41 40 0 0 1
Gn¡poV(TICRPItCTXRCAZRUWPR) 17 17 0 17 0
TOTAL 1 = 17
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4.& COMPARACIÓNDE LOSMECANISMO5DE RESISTENCIA ENTRE 145 CEPAS
GENÉTICAMEA/TE RELACIONADAS Y DE APARICIÓN ESPORÁDICA.
4.8.1, Sensibilidad antinjicrobiana en los diferentes genotipos de Acinetobacter.
La comparación de la sensibilidad antimicrobiana en los diferentes genotipos
establecidos por rep-PCR (A, B y C) con el resto de aislamientos no relacionados
genéticamente se muestra en las figuras 4.XXy 4.XXI.
El grupo de cepas esporádicas presenta en general una mayor sensibilidad a la
mayoría de los antibióticos, sin embargo los grupos A, B y C muestran mayor resistencia
a todos los antimicrobianos. Se observa que de estos grupos el genotipo A es el que
presenta menores porcentajes de sensibilidad, destacando especialmente la menor
sensibilidad a los carbapenémicos, a diferencia de otros grupos que permanecen sensibles
al 100%.
De igual modo se observa, independientemente del criterio aplicado, una mayor
relación de las cepas de los grupos A, B y C con los fenotipos 11111V, y y (en este último
caso para el genotipo A) y de las cepas no relacionadas genotípicamente con el Grupo 1
(figura 4.XXII).
4.8.2. Distribución de las betalactaniasas en los diferentes genotipos.
La producción de betalactamasas predominó en las cepas agrupadas en diferentes
genotipos. Dentro de éstas el genotipo A, que era el más resistente, presentaba dos tipos
de betalactamasas, cefalosporinasas cromosómicas del grupo 1 (Csas) y una nueva
betalactamasa de tipo carbapenemasa (Cpsas). Dentro de las cefalosporinasas
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cromosómicas cabe destacar el predominio de betalactamasas con pI a, a diferencia de









5.1. IDENTIFICACIÓN DELOS MICROORGANISMOS.
La identificación correcta de Acínetobacter a nivel de especie requiere la
utilización de técnicas basadas en el análisis del ADN. Dada la complejidad de las
mismas, la mayoría de los laboratorios suelen emplear otros métodos más sencillos,
como son aquéllos basados en la asimilación de fúentes de carbono. El sistema comercial
API 20 NL destaca por su gran simplicidad y aplicabilidad en la práctica diaria. En su
última versión se incluyen las especies descritas recientemente con nombre específico,
excepto A. radioresistens. Sin embargo otras especies sin nombre propio, como las
genoespecies 3 y 13, muy comunes en el ambiente hospitalario no se pueden identificar
mediante este sistema. Aunque su aplicación está más recomendada para la identificación
a n)vel de género, se ha demostrado que el sistema API 20 NL permite identificar
correctamente las cepas de A. baumannil y A. haemolítycus, sin embargo no discrimina
entre las genoespecies 1, 2, 3 y 13TU (Bernards, 1996).
En nuestro trabajo se identificaron todos los aislamientos como A. baumannil por
el sistema API 20 NF, sin embargo no todos presentaban el mismo porcentaje de pruebas
bioquímicas positivas.
El estudio del crecimiento a diversas temperaturas (300C, 370C y 440C), así como
la producción de hemólisis permitió una mejor discriminación entre las diferentes
especies. Muchos autores admiten que A. baumanníl es la única especie capaz de crecer
a 440C, sin embargo estudios posteriores han comprobado cómo otros aislamientos,
pertenecientes al complejo A. calcoaceticus-baumannii, también pueden sobrevivir a
dicha temperatura, dependiendo del medio empleado (Gerner-Smidt, 1994). Tal es el
caso de las genoespecies 3 y 13.
195
Discusión
Aunque la identificación definitiva a nivel de especie requiere la utilización de
pruebas genotipicas más complejas, el crecimiento a 300C, 370C y 440C, junto con la
identificación por API 20 NF, permitió identificar todos los aislamientos del estudio




Los microorganismos del género Acinetobacter han pasado en los últimos 20
años, de ser una especie considerada inocua y aislarse del medio ambiente a comportarse
como uno de los microorganismos aislados con más frecuencia en las infecciones de
adquisición hospitalaria, afectando sobre todo a pacientes ingresados en UCI.
Numerosos estudios indican la aparición de Acinetobacter en estas unidades. Este
problema, junto con el de la multirresístencia que presenta dicho microorganismo supone
una alarma para el clínico a la hora de controlar este tipo de infecciones. Se han
desarrollado diversas técnicas de tipado para diferenciar las cepas epidémicas y
establecer al mismo tiempo, su relación epidemiológica con las cepas encontradas en el
ambiente hospitalario (Bergogne-Bérézin, 1991). Dado que no existe una técnica
exclusiva para el tipado de Acinetobacter muchos autores recomiendan emplear varios
métodos conjuntamente, teniendo en cuenta que los resultados presentados varían según
el método utilizado y según el laboratorio en que se realicen.
En este estudio se emplearon 3 métodos fenotipicos y un método genotipico,
basado en la reacción de la cadena de la polimerasa (PCR), como es la rep-PCR. Los
métodos genotípicos en general son útiles a la hora de confirmar la relación
epidemiológica entre cepas, considerándose en la mayoría de los casos como el método
de referencia. Se han empleado diferentes técnicas genotípicas, entre otras la rep-PCR.
ReboIl (1994) utilizó conjuntamente la ERIC-PCR, la rep-PCR y otros métodos
fenotípicos, consiguiendo diferenciar entre cepas epidémicas y cepas de aparición
esporádica, únicamente mediante la rep-PCR. Vila (1996) logró tipar 26 aislamientos del
complejo A. calcoaceticus-baumannii, obteniendo los mejores resultados con la rep-
197
Discusión
PCR frente a ERIC-PCR, y otras técnicas genotipicas como el ARDRA, y la
amplificación de la región 23s del spacer. Los resultados de reproductibilidad y poder
discriminatorio obtenidos por muchos autores, así como la simplicidad de este método
hacen destacar a la rep-PCR frente a otras técnicas genotípicas a la hora de estudiar
brotes nosocomiales porAcinetobacter.
El análisis de este estudio muestra que mediante la rep-PCR se obtuvieron
principalmente 3 tipos (A, B, C), con sus correspondientes subtipos, donde se agruparon
la mayoría de los aislamientos. El grupo A fUe el predominante con 81 cepas, seguido del
grupo B con 40 aislamientos y únicamente 8 cepas se agruparon en el tipo C. Los 27
aislamientos restantes quedaron sin agrupar puesto que mostraron un perfil diferente
entre si.
Los resultados expuestos en las tablas 4.8 a 4.13 del apartado de comparación de
métodos de tipado muestran en general una buena correlación entre la rep-PCR y los
diferentes métodos fenotípicos empleados.
El biotipado de Bouvet y Grimont es un método fenotípico barato, fácil de
realizar, y útil en estudios epidemiológicos, especialmente en estudios preliminares de
tipado de cepas (Aubert, 1995). Mediante la aplicación de este método se establecieron
un total de 11 biotipos, de los cuales 3 fUeron predominantes. El biotipo 1 incluía a la
mayoría de aislamientos (99), y fUe seguido en menor porcentaje de los biotipos 8 y 9
(18,5 y 3,8% respectivamente). A pesar de obtenerse gran variedad de tipos, 3 de los
biotipos fueron mayoritarios, donde uno de ellos fUe el predominante, de manera muy
similar a la rep-PCR. Se destaca, de igual modo cómo el resto de cepas correspondían a
tipos únicos no agrupables entre si.
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Marques (1997) consideró que el biotipado era una técnica menos fiable que los
métodos genotípicos a la hora de distinguir entre cepas implicadas en brotes y cepas no
relacionadas. Sin embargo otros autores han obtenido una gran correlación entre el
biotipado de Bouvet y Grimont y la rep-PCR. Este sistema basado en la asimilación de 5
fUentes de carbono, permite tipar únicamente las cepas que pertenecen al complejo A.
calcoacellcus-baumannll, por lo que fácilmente pudimos aplicar esta técnica para el
tipado de nuestros aislamientos.
Con respecto al sistema API 20 NE Towner y Chopade (1987) consideraron que
seria un buen método de tipado ya que encontraron gran diversidad de patrones en los
122 aislamientos estudiados, observando por otro lado un menor poder discriminatorio
en el grupo de aislamientos incluidos en el fenotipo A. anllratus (actualmente complejo
A. calcoacetícus-baumannií) respecto a A. ¡woffi y A. haemolyticns. En este trabajo hay
que tener en cuenta el elevado porcentaje de aislamientos que quedaron incluidos en un
mismo biotipo API, a pesar de obtenerse 14 biotipos diferentes. Marcos y col. (1994)
hallaron sólo 3 biotipos API en 54 aislamientos no relacionados epidemiológicamente. El
hecho de que la mayoría de los aislamientos se hayan incluido en un patrón mayoritario,
permite que estos resultados se correlacionen totalmente con la rep-PCR y con el
biotipado de Bouvet y Grimont.
El estudio de los patrones de proteínas de membrana externa (OMPs) obtenidos
por SDS-PAGE mostró cómo 12 de las 20 cepas no agrupables por rep-PCR
proporcionaron diferentes patrones. El resto de cepas incluidas en este estudio mostraron
un patrón único, que al compararlo con la rep-PCR y demás métodos fenotípicos no
diferenciaba a los 3 tipos definidos en los métodos anteriores. Dijkshoorn y col. (1987a,
1987b) han obtenido en diversas ocasiones buenos resultados a la hora de diferenciar
199
Discusión
cepas productoras de brotes nosocomiales. Sin embargo en este trabajo el estudio de
OMPs no se puede considerar una técnica muy válida para diferenciar entre cepas
genéticamente diferentes.
La buena correlación entre la mayoría de los métodos fenotípícos empleados con
respecto a la rep-PCR, y considerando que esta técnica se utiliza con gran frecuencia en
la mayoría de los laboratorios como método de referencia, nos permite utilizarla como
tal. Aunque no se disponga de datos epidemiológicos que puedan establecer la presencia
de un brote, a partir de los resultados obtenidos mediante rep-PCR se podrán establecer
los distintos grupos relacionados genéticamente entre sí, y así comparar sus mecanismos
de resistencia a antibióticos betalactámicos, con los de las cepas no relacionadas entre si




La sensibilidad antimicrobiana en Acínetobacter ha experimentado grandes cambios
en las últimas décadas. El distinto uso de los antimicrobianos es probablemente la causa de
que existan diferencias en la sensibilidad antibiótica entre diferentes países y entre diferentes
hospitales. En Alemania se hace referencia a una mayor sensibilidad a aminoglicósidos, a
diferencia de la mayoría de estudios en los que la resistencia a gentamicina y tobramicina es
de un 50 a 8<Y>/o (Sei&rt, 1993). En Francia, igualmente se ha observado un aumento de la
resistencia a fluorquinolonas, de un 75 a un 80% en el caso de pefloxacino y otras
fluorquinolonas, 5 años después de la introducción de estos antibióticos (Bergogne-Bérézin,
1996).
Vila y col. realizaron en 1993 un estudio de actividad antimicrobiana sobre 54
aislamientos, de los cuales más del 50% fUeron resistentes a piperacilina, cefotaxima,
ticarcilina y celtazidima, y obtuvieron los m~ores resultados con imipenem (actividad del
100%), aniicacinay ofloxacino (72%) y ciproiloxacino (70%).
En el Hospital de la Princesa se ha podido observar, a lo largo de los años la
evolución progresiva de la resistencia a antibióticos como ofloxacino, ceftazidima, ticarcilina
y piperacilina-tazobactam (García-Mata, 1996). Comparando los resultados de sensibilidad
obtenidos en nuestro trabajo, que corresponden a los años más recientes (1995-1997),
con los obtenidos en años anteriores (1990-1994), se puede observar que son bastante
similares, aunque con valores de CMI algo superiores en nuestro caso. De la misma
forma en comparación con otros autores encontramos diferencias en la sensibilidad a
ceflazidima, frente a la cual se observa un 15% de sensibilidad y otros hospitales muestran un
56-85% (Seifert, 1993; Gómez-Garcés, 1992; Reina, 1991; Visalli, 1997). Del mismo modo
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hay variaciones en la sensibilidad a ticarcilina. En este trabajo se observa un 2O0/o de
sensibilidad a ticarcilina, Gómez-Garcés y col. (1992) muestran un 33% de sensibilidad; sin
embargo Reina y col. (1991) cuentan con un porcentaje de sensibilidad superior al 80%.
Antibióticos como imipenem, meropenem y ampicilina-sulbactam mantienen su actividad
(Garcia-Arata, 1996). En general, la buena actividad de los carbapenémicos frente a
Acinetobacter se mantiene y coincide con la de numerosos estudios de sensibilidad
descritos anteriormente (Seifert, 1993; Visalli, 1997; Alphonsus, 1994). Sin embargo
actualmente se han encontrado cepas resistentes a carbapenémicos en nuestro hospital
(López-Hernández, 1998), ya que en los 2 últimos años se ha producido la aparición de
aislamientos resistentes a estos antimicrobianos, como podemos observar en la figura
4W de; apartado 4.3.2 de resultados.
La elevada sensibilidad de ampicilina-sulbactam se mantiene e incluso aumenta
cada año. Douboyas y col, en 1994 estudiaron la actividad rn vitro de este
antimicrobiano frente a cepas de Acinetobacter multirresistentes y encontraron un 70%
de sensibilidad. Esto parece ser debido a la actividad intrínseca in vitro de sulbactam que,
además de ser inhibidor suicida, se une a las PBPs de estos microorganismos (Urban,
1993; Traub, 1989; Retsema, 1986; Kazmierczak, 1989). Villar y col. (1996) han
demostrado recientemente la actividad bactericida in vítro de sulbactam frente a cepas
del complejo Acinetobacter calcoaceticus-A. bainnanníl. La utilización de sulbactam
como agente único se está incrementando cada vez más, ya que actualmente está
comercializado. No es el caso de otros inhibidores de betalactamasas, como ácido
clavulánico y ta.zobactam, que a pesar de que ciertos estudios indiquen su actividad
intrínseca frente a bacterias gramnegativas (Eliopoulos, 1989; Urban, 1991), los valores
de CMI observados normalmente en Acinetobacter no permiten su uso como
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antimicrobiano (Visalli, 1996). De igual modo en el presente estudio se observan
elevados valores de CMbo y CMI% para ambos inhibidores.
La elevada resistencia que presenta Acinetobacter hacia la mayoría de los
antibióticos ha originado la búsqueda de nuevos fármacos, capaces de tratar infecciones
por Acinetobacter multirresistentes, incluso en aquellos casos en los que las polimixinas
permanecen como único agente activo. En este trabajo se mantiene el 100% de
sensibilidad hacia colistina, sin embargo no está muy recomendado como agente
sistémico, debido a su gran toxicidad. Únicamente su uso debería estar limitado a
aquellos pacientes con infecciones por Acínetobacter multirresistente, en los que otros
antibióticos menos tóxicos resultaran ineficaces (Hogg, 1998).
Otros antibióticos como rifampicina y azitromicina, eficaces en infecciones por
grampositivos y por algunos gramnegativos se han estudiado en las infecciones por
Acinetobacter como una nueva posibilidad terapéutica, utilizándolos solos o asociados a
otros antimicrobianos. Azitromicina mostró en este trabajo unos valores de CM150 y
CMI% elevados, sin embargo en otros estudios en los que se observaron concentraciones
similares se demostró su actividad bactericida cuando se asoció a otros antibióticos
(Citron, 1998).
Se ha demostrado que rifampicina, combinada con otros antibióticos como
colistina puede mostrar sinergia frente a bacterias gramnegativas (Hogg, 1998), incluso
cuando los valores de CMI a rifampicina superen el punto de corte de sensibilidad para
este antibiótico. Otras combinaciones como la asociación de rifampicina con imipenem o
con ampicilina/sulbactam también han mostrado sinergia (Wolff, 1997; Tascini, 1998). El
uso de estas “nuevas combinaciones” debería quedar para tratar infecciones por
Acínetobacter en las que no queden más opciones terapéuticas.
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5.4. ESTUDIO DE BETALACTAMASAS.
5.4.1. Producción y distribución de las betalactaniasas en Acinetobocter
El fenómeno de la multirresistencia en Acinetobacter se lleva produciendo desde hace
tiempo, especialmente la resistencia a los betalactámicos, que va aumentando cada vez más.
Por eflo muchos investigadores se han dedicado al estudio de los mecanismos que
condicionan tal resistencia. Al igual que en otras bacterias gramnegativas, la producción de
betalactamasas parece ser uno de los mecanismos principalmente implicados. Joly-Guillou
(1988) muestra una elevada actividad betalactamasa, del 80%, en 100 cepas recogidas de
diversos hospitales en Francia durante un periodo de 6 años. En nuestro trabajo la producción
de betalactamasas fue el 92,90/o del total de las cepas de Acinetobacter recogidas en el
periodo que abarca el estudio (1995-1997), las cuales procedían de enfermos ingresados en
diferentes Servicios del Hospital, así como de origen ambulatorio.
La hidrólisis de las betalactamasas mediante la nitrocefina suele observarse entre 1 y 2
minutos, aunque puede tardar más si éstas poseen una baja actividad enzimática
(O’Callagban, 1972; Lorian, 1996). En nuestro estudio se detectó la actividad betalactamasa
a los 2 minutos en la mayoría de los aislamientos. Sin embargo en algunas cepas tardó un
tiempo cercano a los 5 minutos; en dos de estas cepas no se pudo demostrar la presencia de
betalactamasas por isoelectroenfoque. Una escasa actividad enzimática podría explicar la
ausencia de bandas de pl, a pesar de que el isoelectroenfoque se considere un método
altamente especifico y sensible (Matthew, 1975).
En el estudio desarrollado por Joly-Guillou y col. (1988) se intentó caracterizar las
enzimas inactivantes de betaiactámicos. Mediante isoelectroenfoque y por métodos
íodométricos, en presencia de 3 inhibidores (cloxacilina, ácido clavulánico, y sulbactan) se
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observó una penicilinasa tipo WM- 1 en la mayoría de las cepas (71%), a la que se le atribuía
la resistencia a ampicilina, carboxipenicilinas y ureidopenicilinas. En un 9<>/o se observó una
peniciinasa CARB-5 con pI 6.3, de igual perfil inhibitorio que la anterior. La presencia de
cefalosporinasa producida en un alto nivel con pI>8 se demostró en un 41% de las cepas y
muchas de ellas (32%) presentaban dos betalactamasas simultáneamente
(penicilinasa+cefalosporinasa~ que generalmente correspondían a aislamientos de cepas
epidémicas que también producían enzimas inactivantes de aminoglucósidos. Sin embargo,
Vila en 1993, observó que el 98% de las cepas con actividad betalactamasa eran de tipo
cefalosporinasa, mientras que de tipo TEM-1 sólo existía en un 16%, y no obtuvo
ninguna enzima tipo carbenicilinasa (CARB-5).
Mediante la determinación del pi por isoelectroenfoque y del perfil inhibitorio de
manera cualitativa se pudieron caracterizar las betalactamasas detectadas en los
aislamientos de nuestro estudio. De manera similar a los datos presentados por Vila en
1993, el elevado porcentaje de cepas betalactamasa positiva se correspondía en gran
parte con cefalosporinasas cromosómicas (82%), las cuales presentaban un pI mayor de
8, no se inhibían por ácido clavulánico y si por cloxacilina y sulbactam, apareciendo la
mayoría de ellas como enzimas únicas. Destacamos la escasa detección de enzimas tipo
TEM-1 (1 cepa), a diferencia de los estudios mencionados anteriormente; esta
betalactamasa se encontró en un solo extracto enzimático que además presentaba una
cefalosporinasa. Hay que hacer hincapié en la ausencia de enzimas tipo CARB. Por otro
lado se obtuvieron 2 tipos de betalactamasas (16 y 1 cepas respectivamente) que, con los
estudios de caracterización preliminar, no se les logró encuadrar en ningún esquema
clasificatorio, por lo que se consideraron “nuevas betalactamasas” y que fueron objeto de




Desde 1977, Morohosi atribuye a las cefalosporinasas cromosómicas la
resistencia de Acínetobacter hacia las cefalosporinas. Estudió las propiedades de una
betalactamasa de A. anftratum (syn. calcoaceticus), la cual poseía un peso molecular de
30 kD, un pH óptimo de 7.25-7.5, y una T óptima de 400C, no se inhibía por EDTA,
pero si por yoduro en un 30%. Este tipo de enzimas se encuadraron posteriormente en el
grupo 1 (CEP-N) de la clasificación de Bush (1989-a) como enzimas no inhibidas por
ácido clavulánico. Hikida y col, en 1989 caracterizaron una nueva cefalosporinasa
“ML4961” con pI de 9,9 y peso molecular de 38 kD. Este enzima era responsable de la
hidrólisis de cefaloridina, cefazolina, cefalotina, cefalexina y cefoperazona. No se inhibía
por EDTA, pCMB, ni por el ion yoduro. Blechschmidt en 1992 estudió de nuevo este
mismo enzima observando una clara inhibición por cloxacilina, aztreonam, carbenicilina y
por sulbactam. No se inhibía por ácido clavulánico, ni siquiera a concentraciones de 0,25
mM, ni por EDTA, ni por p-CM.B. Todas estas características hicieron clasificarlas en el
grupo de las cefalosporinasas CEP-N.
Estos enzimas tienen en común con otros del grupo 1 la ausencia de inhibición
por ácido clavulánico y la inhibición por cloxacilina y aztreonam. Sin embargo a
diferencia de éstas, las cefalosporinasas de Acinetobacter se inhiben claramente por
sulbactam. Joly-Guillou (1988) de manera similar había observado la inhibición por
sulbactam y cloxacilina, así como la resistencia a la inhibición por ácido clavulánico en
aquellas cepas de Acinetobacter que presentaban únicamente cefalosporinasa. Aunque la
inhibición por sulbactam pueda sugerir la inclusión en el grupo 2e (Bush, 1 989-c) estas
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enzimas se suelen inhibir por p-CMB. Por otro lado se ha observado la inhibición por
sulbactam en una cefalosporinasa del grupo 1, a partir de una cepa de Citrobacter
freundil (Bush, 1989-b).
En nuestro estudio se observa claramente la inhibición por cloxacilina, aztreonam
y sulbactam, así como la ausencia de inhibición por ácido clavulánico mediante todos los
métodos cualitativos del perfil inhibitorio empleados (Figura 4.XII). Del mismo modo los
datos del método cuantitativo nos confirman la ausencia de inhibición por ácido
clavulánico, que no supera el 40% en ningún caso, así como los porcentajes de inhibición
a cloxacilina, a.ztreonam y sulbactam cercanos al 100%.
El estudio del perfil inhibitorio junto con la determinación del pi por
isoelectroenfoque nos permitió caracterizar las betalactamasas de nuestro estudio. Las
enzimas pertenecientes al grupo ¡ generalmente poseen pis básicos y masas moleculares
mayores a 30 kD. En nuestro caso todas las betalactamasas mostraron un pi superior a 8,
lo cual confirma su identidad de cefalosporinasas pertenecientes al grupo 1, al igual que
el resto de cefalosporinasas descritas en Acinetobacter. Joly-Guillou y col. (1987)
describieron 30 cepas de Acinetobacter con cefalosporinasa cromosómica que tenia un
pi mayor de 8. De las cepas investigadas por Medeiros (1985) el pl variaba entre 8,8 y
10.
Hood y col. (1991) tienen dificultades a la hora de determinar el pI exacto de sus
cepas en los geles convencionales, debido a que estas betalactamasas son muy básicas y
poseen un gran peso molecular, por lo que no pueden migrar adecuadamente en estos
geles. En nuestro estudio hemos logrado con dificultad visualizar 2 pl diferentes, siempre
mayores a 8, en 2 grupos de cepas que hemos dividido en: a (pI 8,5) y 6 (pI entre 8-8,5).
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Dada su proximidad al cátodo, tanto en un grupo como en otro, resulté extremadamente
diticil la obtención de fotograBas para demostrar dichos pl.
I-Iood (1991) observó que, a pesar de que todas las betalactamasas de su estudio
poseían las características comunes a las de otras betalactamasas de Acinetobacter,
existía una considerable heterogeneidad entre estas enzimas. En base al pI siempre >8, la
determinación del peso molecular, que era muy elevado (>1000 kD) y otras propiedades
bioquímicas describió cuatro tipos diferentes de cefalosporinasas cromosómicas (ACEs).
En 1996, Perilli analizó más profundamente diversas cefalosporinasas, dos de ellas
presentes en dos especies de A. baumannil y una en A. Iwoffii y observó que se trataba
de un grupo heterogéneo con diferentes propiedades cinéticas entre si y también al
compararlas con otras enzimas del grupo 1.
El estudio del perfil inhibitorio mediante el protocolo descríto por Papanicolaou y
col. (1994) permite no sólo determinar los porcentajes de inhibición a cualquier sustancia
inhibidora, sino también observar la disminución de la inhibición con el tiempo,
expresado como “pendiente”. Las diferencias encontradas en este parámetro nos
permitirán a su vez distinguir entre las betalactamasas de este estudio, aunque éstas
posean similares valores de porcentaje de inhibición.
En la tablas 4.XHI y 4.XIV se pueden observar los máximos porcentajes de
inhibición con sus correspondientes valores de “pendiente” a ácido clavulánico,
cloxacilina, sulbactam y aztreonam, y a CINa y EDIA respectivamente, en algunas de las
cepas estudiadas. Se exponen principalmente aquéllas que presentan distintos genotipos y




Papanicolaou (1994) en su estudio observó que, a diferencia de lo que ocurría
con la mayoría de las betalactamasas plasmidicas, la mayoría de las cefalosporinasas
cromosómicas mostraron perfiles de inhibición muy similares, y apenas se observó
disminución en la inhibición con el tiempo. En nuestro trabajo podemos mostrar ciertas
diferencias, especialmente en cloxacilina y sulbactam que, como muestra la tabla 4.31 y
salvo algunas excepciones, se correlaciona bien con los diferentes pI. La mayoria de las
cepas con pI del grupo a posee una “pendiente” superior a 0,3 en cloxacilina y
sulbactam, sin embargo la mayoría de las del grupo b muestran un valor inferior a 0,3
con dichos inhibidores. Existe mayor relación en las cepas que se agrupan en distintos
genotipos que en las cepas consideradas de aparición esporádicas, las cuales a pesar de
tener pI similares a las anteriores muestran unos porcentajes de inhibición, así como unos
valores de “pendiente” totalmente diferentes entre si.
El pI no es siempre capaz de diferenciar unas betalactamasas de otras; existen
algunas enzimas que con igual pI muestran un diferente perfil inhibitorio. Muchas
betalactamasas muy relacionadas genéticamente pueden comportarse de diferente modo,
mostrando diferentes propiedades en cuanto a la inhibición por ciertas sustancias. Por
este motivo Papanicolaou (1994) recomendó distinguir las betalactamasas mediante este
estudio,
Para el estudio del perfil de hidrólisis de emplearon 2 métodos: el método
microbiológico y el método espectrofotométrico que en general tuvieron buena correlación.
Mediante el primer método se pudo determinar la actividad hidrolitica sobre ampicilina,
cefalosporinas de ia y 2~ generación (cefazolina, ceibroxima), la hidrólisis de cefotaxima pero
no de ceflazidima, así como la ausencia de hidrólisis de carbeniciina.
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Mediante el ensayo espectrofotométrico se confirmó la actividad cefalosponnasa de
estas enzimas, utilizando cefaloridina 100 ¡2v! y bencilpenicilina 1 mM en la mayoría de los
extractos enzimáticos. Sin embargo en un grupo de ellos fUe necesario utilizar una
concentración superior de cefaloridina (1mM). El método microbiológico, junto con los datos
del perfil inhibitorio también confirmaron la actividad cefalosporinasa. Hay que tener en
cuenta que algunas cefalosporinasas hidrolizan la bencilpenicilina aunque no afectan a otras
penicilinas; en estos casos es necesario la utilización de otros métodos alternativos que
confirmen la actividad cefalosporinasa y las permitan ser encuadradas en el grupo 1 (Bush,
1995). Otro factor a tener en cuenta es el valor de Vmax y Km. El estudio de Blechschmidt
(1992) mostró que las cetblosporinas eran hidrolizadas más rápidamente que las penicilinas,
sin embargo los valores de Km demostraron una mayor afinidad de las penicilinas por el
enzima, que las cefalosporinas. Este autor pudo demostrar mediante la detenninación de
Vmax/Km que en condiciones fisiológicas (sin saturación enzimática del enzima) la hidrólisis
de las penicilinasera comparable a la de las cefalosporinas, siendo el mejor sustrato bajo estas
condiciones la bencilpenicilina. De ahí la importancia de elegir una concentración adecuada a
la hora de estudiar el perfil hidrolítico.
Nosotros diferenciamos en este estudio las ceihiosporinasas cromosómicas en 2
grupos a y b, en función de su diferente pl. Se observó que la mayoría de las betalactamasas
con pI a pertenecían al genotipo A, y muchas de las que poseían un pI de tipo b estaban
incluidas en las cepas del genotipo B. Al mismo tiempo observamos que el grupo de
cefalosporinasas que mostraban mayor hidrólisis hacia penicilina tenían el pI de tipo a. Parece
ser que en las cepas de Acinetobacter de este estudio existen 2 tipos de cefalosporinasas, que
se comportan de manera similar, aunque tienen ciertas diferencias en cuanto a perfil
inhibitorio y perfil de hidrólisis.
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Respecto a lahidrólisis de las cefalosporinas de amplio espectro, como cefotaxima no
se pudo demostrar dicha actividad hidrólitica mediante el método espectrofotométrico, pero
sí porel método microbiológico. Parece ser que las tasas de hidrólisis obtenidas para este tipo
de sustratos son bastante más bajas por el ensayo espectrofotométrico que por otros métodos
(Bush, 1995). De cualquier modo la hidrólisis de ceflazidima no se observó por ninguno de
los métodos empleados. Algunos autores afirman que la ceflazidima es menos sensible a la
acción de las cefalosporinasas que la cefotaxima pues, como demostraron en algunos
estudios, la tasa de hidrólisis de esta resulto inferior que para cefotaxima (Phiflips, 1981;
Nayler, 1987).
5.4.2 1. Estudios de inducción de betalactamasas en Acinetobacter.
La mayoría de las bacterias gramnegativas producen cefalosporinasas específicas
de género y especie. Microorganismos como E. cali y Shigella spp. producen enzimas
constitutivas, generalmente a bajo nivel, codificados por el gen AmpC. Otras como
Citrobacter, Enterobacter, Serrada, etc. producen enzimas inducibles cuya expresión
está regulada por el gen AmpD, ante la presencia de una sustancía inductora. Las
cefalosporinasas inducibles tienen gran importancia no sólo en clínica, puesto que pueden
limitar la eficacia de los antibióticos, sino también a la hora de desarrollar nuevos
betalactámicos.
Existen pocos estudios sobre el carácter inducible o constitutivo de las
betalactamasas en Acinetobacter. La presencia de cefidosporinasas inducibies en este tipo
de microorganismos podría explicar la producción de mutantes hiperproductores que
darían lugar a la resistencia a cefalosporinas de 3a generación, sin embargo este carácter
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es muy discutible. Morobosi y col. (1977) caracterizaron las cefalosporinasas de 6 cepas
de A. anitratum (hoy día complejo A. calcoacetwus-baumannn) y 1 de A. lwoffU, y
observaron cómo la actividad enzimática en todas ellas se incrementaba de 5 a 10 veces
al tratar las células durante 1 hora a 3 70C con bencilpenicilina, cefaloridina y ácido 6-
aminopenicilánico. Estos datos junto con las pruebas bioquímicas tan similares a las de
las cefalosporinasas inducibles de P. aerugtnosa, ci. freundi¡ y E. cloacae, les hizo
considerar que las cefalosporinasas de Acinetobacter eran de expresión inducible.
Bauerfeind (1986) por otro lado describió estas enzimas como inducibles o
constitutivas indistintamente. Hood y col. (1991) consideraron que la producción de las
betalactamasas de Acinetobacter puede ser de forma constitutiva, ya que no observaron la
inducción con cefoxitina en ninguna de las 8 cepas estudiadas. Blechsmidt y col. en 1992
observan la inducción de una cefalosporinasa por varios betalactámicos, incluido
ampicilina e imipenem, obteniendo los mejores resultados con cefotaxima que consiguió
una actividad enzimática del 90% en el medio de cultivo. La localización extracelular se
explicó por un posible proceso de transpone a través de la membrana celular, aunque
también se consideró la posibilidad de que hubiera otro tipo de betalactamasa no
inducible retenida en el interior de las células.
En nuestro estudio se han intentado demostrar las propiedades inducibles o
constitutivas de las cefalosporinasas cromosómicas caracterizadas previamente. Para ello
se escogieron todas aquellas cepas sensibles por dilución en agar a las cefalosporinas de
3~ generación, o incluso con resistencia a bajo nivel pero sensibles por difUsión en disco.
Observamos por los 2 métodos empleados que nuestras cepas no eran inducibles, a
diferencia de la cepa control (Serrada marcescens) que sí mostraba inducción.
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Una hipótesis que explicara la elevada CMI a las cefalosporinas de 3~ generación
que presentan muchos de los aislamientos de nuestro estudio podría ser la producción de
mutantes hiperproductores a partir de betalactamasas de expresión constitutiva. Este
mecanismo se ha descrito en un bajo porcentaje de cepas de E. colí, cuando el gen
AmpC se produce en grandes cantidades, elevando los niveles de CMI hacia las
cefalosporinas de 33 generación (Benett, 1993; Bergstrom, 1979).
5.4.2.2. Hiperproducción de betalactamasas cromosámica&
La hiperproducción de betalactamasas inducibles se produce como consecuencia
de una mutación en el gen regulador de la inducción AmpD, originando una sobre-
expresión de dichos enzimas que causan un incremento en la resistencia antimicrobiana.
De este modo algunas cefalosporinas de amplio espectro, como cefotaxima, que
normalmente son estables a la acción de las betalactamasas resultan inactivas. Se ha
demostrado en E. cloacae que 2 de sus principales cefalosporinasas cromosómicas son
responsables de la elevada resistencia a cefotaxima, ya que al haberse producido una
mutación en su gen regulador, ha pasado la producción inducible a ser constitutiva
(Seeberg, 1983). La hiperproducción de betalactamasas cromosómicas constitutivas se
produce más raramente en E. cali a partir de un doble mecanismo de mutación, o bien
por la adquisición de un promotor más eficaz en el caso de Shigella. El incremento de la
resistencia observada tras la hiperproducción de AmpC en E. cali produce un fenotipo de
resistencia a betalactámicos similar a las cepas de E. cloacae que poseen
hiperproducción, como es la resistencia a todos los betalactámicos excepto a los
carbapenémicos, temocilina y mecilinam. Sin embargo los valores de CMI observados en
E. cali no son tan elevados. Este hecho se podría explicar porque se produzca menos
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cantidad, y/o por la mayor permeabilidad de E. cok con respecto a E. cloacae
(Livermore, 1995).
Para el estudio de hiperproducción de betalactamasas en Acinetobacter
escogimos varias cepas representativas de cada genotipo determinado por rep-PCR, de
los cuales cada una presentaba diferentes perfiles de reistencia a betalactámicos, e incluso
con distintos niveles de resistencia a las cefalosporinas de Y generación (CTX, CAZ). Se
observó la hiperproducción en la mitad de las cepas estudiadas. Podemos deducir de los
resultados de la tabla 4.37, cómo la mayoría de estas cepas presentaban alto nivel de
resistencia a cefalosporinas, especialmente a cefotaxima. Las cepas no hiperproductoras
se correspondían con aquellas cepas sensibles a cefalosporinas de Y generación, o
resistentes con un bajo nivel de resistencia a cefotaxima.
Dos cepas resistentes a cefiazidima no mostraron hiperproducción, sin embargo
contaban con un bajo nivel de resistencia a cefotaxima (cepas 86 y 155). Cefotaxima
parece ser un antibiótico que discrimina mejor la hiperproducción de cefalosporinasas
(Joly-Guillou, 1988; Phillips, 1981). Podemos deducir de nuevo que, la producción de
cefalosporinasas cromosómicas afecta más a cefotaxima que a cefiazidima, como se
refleja en los resultados de hiperproducción.
Los resultados del estudio de hiperproducción de cefalosporinasas apoyan la
hipótesis anteriormente explicada, en la que se considera que la hiperproducción puede
deberse a una producción en mayor cantidad de betalactamasa constitutiva, que eleva la
CMI hasta valores muchas veces superiores a 64 mg/l en algunas cefalosporinas,
coincidiendo con los valores que presentan algunas cepas desrreprimidas de E. cloaccw.
La escasa permeabilidad celular que posee Acinetobacter, a diferencia de lo que ocurre
en E. cali, contribuye aún más a la elevación en la CMI.
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5.4.3. Resistencia a carbapenémicos mediada por betalactamasas.
Los carbapanémicos son antibióticos con anillo betalactámico, que difieren del
resto de antibióticos betalactámicos no sólo en su estructuta molecular sino también en el
espectro antibacteriano. Son activos frente a bacterias grampositivas y granmegativas,
incluso frente a las cepas gramnegativas productoras de betalactamasas cromosómicas
desrreprimidas y frente a cepas productoras de betalactamasas de espectro ampliado.
El uso de este grupo de antimicrobianos se ha incrementado cada vez más debido
a su amplio espectro, originándose la aparición de cepas resistentes a estos antibióticos
(Livermore, 1993). La resistencia a carbapenémicos también está aumentando de forma
significativa en Acinetobacter, aunque su relación con la producción de betalactamasas
está aún en discusión (Livermore, 1997). Desde la aparición de ARI-1, la primera
carbapenemasa descrita en Acinetobacter (Paton, 1993), que pudo ser transferida por
conjugación (Scaife, 1995) han surgido en diversos países del mundo, como Argentina,
Francia, Brasil, Cuba, otras nuevas enzimas que hidrolizan imipenem, aún pendientes de
caracterizar totalmente (Horstein, 1997; Brown, 1996; Costa, 1996; Perez, 1996). La
mayoría de estas carbapenemasas son de naturaleza serma-enzima, a diferencia de las
carbapenemasas descritas en otras bacterias como las de 5. rnaltophilia, P. aeruginosa,
A. hidrophyla, etc. (Rasmussen, 1997).
De los resultados obtenidos en el estudio de sensibilidad antimicrobiana se puede
observar que a partir del año 1996 y 1997 hubo una significativa reducción en la
sensibilidad a imipenem y meropenem. Estos datos coincidieron en el tiempo con la
aparición de las llamadas “nuevas betalactamasas” que, como se puede deducir en el
correspondiente apanado de resultados, están implicadas en la resistencia a dichos
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antibióticos. Estas nuevas betalactamasas presentaban ciertas diferencias. Una de ellas se
había encontrado en varios aislamientos de distintos pacientes, en los que posteriormente
se comprobó su relación genética entre si, y se observó que presentaba valores de CMII
en general muy elevados, siendo los de imipenem y meropenem de 128 y > 128 mg/l
respectivamente. De estas cepas se escogió una de ellas (cepa 113), como representativa
para los estudios de caracterización de betalactamasas. La otra betalactamasa procedía
de un aislamiento (cepa 38) de un sólo paciente que mostró un valor de CMI a imipenem
y meropenem inferior (8 y 16 mg/l respectivamente).
La cepa 113 presentaba un pl de 7,7 y se pudo encuadrar en el grupo de las
“serma-enzimas”, como la mayoría de las carbapenemasas descritas en Acinetobacter
hasta el momento, ya que la inhibición por EDTA fUe negativa. El elevado pl, cercano a
8 en un principio pudo hacer pensar que se trataba de una cefalosporinasa, ya que se han
descrito casos de cefalosporinasas asociadas a la resistencia a carbapenémicos, no sólo
en Acinetobacter sino en otras bacterias como E. cloacae (Dib, 1994; Bush 1985; Then,
1988), aunque generalmente estos mecanismos estaban relacionadas con otros
mecanismos de resistencia (alteración de las OMPs o de las PBPs). Sin embargo estudios
posteriores descartaron esta posibilidad; el perfil inhibitorio mostró la ausencia de
inhibición no sólo por ácido clavulánico, sino por cloxacílina, sulbactam y aztreonam.
Mediante el estudio del perfil de hidrólisis, tanto por el método microbiológico
como por el espectrofotométrico se consideró este nuevo enzima como una penicilinasa,
ya que afectaba principalmente a bencilpenicilina. Por el método microbiológico se
observó la hidrólisis de ampicilina, cefazolina, cefliroxima y cefotaxima.
El método microbiológico permitió a su vez demostrar su actividad como
carbapenemasa, por la clara hidrólisis de imipenein y meropenem a diversas diluciones.
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Sin embargo mediante el ensayo espectrofotométrico no se observó actividad enzimática
hacia ninguno de estos antibióticos a las concentraciones utilizadas.
Thomson (1993) demostró la actividad carbapenemasa de una cefalosporinasa
por métodos microbiológicos. El método espectrofotométrico no fUe lo suficientemente
sensible como para detectar diferencias cuantitativas en la baja tasa de hidrólisis que
presentaba imipenem. Harstein y col. (1997) de igual modo describen una carbapenemasa
en A. baumanníí y demuestran la hidrólisis de imipenem por métodos diferentes al
espectrofotométrico. La cepa mostró gran actividad hidrolítica hacia las penicilinas,
siendo las penicilinas isoxazólicas el mejor sustrato; también se observó actividad frente a
las cefalosporinas de V y 2a generación. La actividad hacia las cefalosporinas de 3~
generación y hacia los carbapenémicos tite muy baja. Sin embargo el enzima mostró
tener gran afinidad por imipenem (baja 1Cm) por lo que se consideró que éste era un buen
sustrato, tanto como la oxacilina, en términos de eficacia catalítica.
Estos autores por tanto describían por primera vez una oxacilinasa implicada en
la resistencia a carbapenémicos en Acinetobacter. En otros estudios sobre betalactamasas
se hace referencia a la presencia de oxacilinasas en estos microorganismos, pero no con
un espectro de hidrólisis tan elevado como para afectar a los carbapenémicos. Por otro
lado se está observando cada vez más, especialmente en Pseudomonas la aparición de
oxacilinasas de amplio espectro (Hall, 1993; Danel, 1996; Danel, 1997; Naas, 1997;
Naas, 1998; Nordmann, 1998).
En un intento de caracterización más profUnda de las nuevas betalactamasas
descritas en nuestro trabajo, estudiamos la hidrólisis de carbenicilina y oxacilina, ya que
esto permitida encuadrarías en carbenicilinasas u oxacilinasas. El método microbiológico
demostró la hidrólisis de ambos antibióticos, sin embargo el método espectrofotométrico
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únicamente determinó la actividad hidrolítica para carbenicilina, que tite bastante elevada,
sin embargo no se pudo determinar ésta para el caso de oxacilina. La ausencia de
inhibición por CINa podría descartar la posibilidad de que se tratara de una oxacilinasa
(Mattew, 1979), sin embargo al no tener valores cuantitativos sobre la eficacia
comparativa de la hidrólisis de ambos antibióticos no podemos decantamos por un tipo
de betalactamasas u otro.
La betalactamasa correspondiente a la cepa 38 presentó un pl de 6,8. Se
comprobó de igual modo que en la enzima anterior, la actividad carbapenemasa por
métodos microbiológicos, y la actividad penicilinasa por métodos espectrofotométricos.
Este enzima parece afectar algo menos a las cefalosporinas de amplio espectro como
muestra el perfil hidrolitico, y de nuevo se muestra una actividad hacia carbenicilina y
oxacilina únicamente demostrable por el método microbiológico.
Mediante el protocolo de Harstein y col. (1990) se pudo observar el diferente
perfil plasmídico que presentaban ambas cepas. Uno de los plásmidos de la cepa 113 se
perdió tras el curado con Bromuro de Etidio, además se mostraron unos valores de CMI
inferiores que en la cepa original, especialmente en imipenem y meropenem, así como la
ausencia de bandas de pI. Este estudio permitió demostrar no sólo la naturaleza
plasmidica de esta betalactamasa sino también confirmar su implicación en la resistencia a
imipenem.
Sc han descrito en Acinetobacter otras betalactamasas que confieren resistencia a
carbapenémicos y a otros antimicrobianos, y que van codificadas en plásmidos u otros
elementos genéticos móviles (Scaife, 1995; Vila, 1997). Desde 1983 Goldstein
demuestra la resistencia a ampicilina, aminoglicósidos y sulfamidas por un plásmido, que
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pertenecía a un grupo de plásmidos muy comunes a otros encontrados en diferentes
bacterias, y que incluía la enzima TEN!- 1, además de algunos enzimas inactivantes de
aminoglicósidos.
Hay que considerar que Acinetobacter es un microorganismo ampliamente
distribuido en la naturaleza, donde puede sobrevivir largo tiempo, y compartir material
genético con otras bacterias, adquiriendo elementos genéticos móviles como plásmidos,
integrones o transposones, que conllevan la resistencia a múltiples antimicrobianos.
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5.5. ALTERACIONES EN LA PERMEABILIDAD CEL ULAR. COMO MECANISMO
DE RESISTENCIA A BETALAciTAMICOS.
Acinetobacter es un microorganismo que exhibe una amplia multiplicidad de
mecanismos de resistencia a los antibióticos, tanto intrínseca como adquirida. Se ha
demostrado que la permeabilidad de este microorganismo a las penicilinas, cefalosporinas
y probablemente a otros antibióticos como las fluorquinolonas es del 1% con respecto a
la permeabilidad observada en E. cok.
Existen pocos estudios acerca de las proteínas de la membrana externa de
Acínetobacter, así como de su relación con la permeabilidad y con la resistencia a los
antibióticos. En 1991 los primeros estudios sobre permeabilidad en Acinetobacter hacen
referencia a unas proteínas que poseen un pequeño diámetro, demostrándose su papel
como pomas en la bacteria (Sato, 1991). Posteriormente en ese mismo año se estudia de
nuevo una poma de tamaño similar, responsable de la resistencia a varias cefalosporinas
(Obara, 1991).
En nuestro trabajo hemos comparado el perfil de OMPs de nuestras cepas y
hemos observado el predominio de 3 OMPs mayoritarias, pero no hemos encontrado
ninguna diferencia entre las OMPs de las cepas que, perteneciendo al mismo genotipo
poseían diferentes grados de resistencia, ni siquiera entre las más sensibles (fenotipo 1) y
las más resistentes (fenotipo IVb).
Las alteraciones en la permeabilidad de la pared celular tienen un gran interés si
se relacionan con la resistencia a a carbapenémicos. Se ha demostrado claramente que la
ausencia de una porina minoritaria OprD2 en P. aeruginasa está implicada en la
220
I)iscusión
resistencia a imipenem; sin embargo en Acínetabacter la implicación de las pomas en la
resistencia a carbapenémicos está aún sin definir.
Gehrlein en 1991 quiso relacionar la resistencia a imipenem con este mecanismo
de resistencia, o bien asociado a otros mecanismos como la producción de
cefalosporinasa o las alteraciones de las PBPs, para lo que comparó 2 cepas isogénicas,
siendo una de ellas resistente a este antimicrobiano. Comprobó un idéntico perfil de
OMPs en ambas cepas, constituido por 5 proteínas mayoritarias, y demostró que la
resistencia a imipenem se debía en este caso a alteraciones en las PBPs. Otros estudios
sin embargo demostraron que la resistencia a imipenem se debía a la disminución de una
OMP de 46 kD (Dib, 1994), pero asociada a la producción de cefalosporinasa junto a
alteraciones en las PBPs. De nuevo en 1996 Clark demuestra la ausencia de una porina
de 33-36 kD implicada como mecanismo de resistencia a este antimicrobiano.
En nuestro caso podemos observar que los perfiles de OMIPs de las cepas
resistentes a imipenem, tanto las relacionadas genotipicamente como la cepa no
relacionada, son muy similares al resto de los perfiles encontrados, en las que no se
aprecia disminución ni ausencia de ninguna proteína de membrana externa. La
permeabilidad es un factor importante contribuyente a la resistencia antimicrobiana, pero
muchas veces no es el único responsable. La baja permeabilidad no siempre es la causa
de elevación de la CMI; dependerá de la habilidad del antibiótico para entrar en la célula
y también de la capacidad de las enzimas inactivantes de eliminarlo. El hecho de que en
estas cepas se hayan encontrado betalactamasas directamente relacionadas con la
resistencia a carbapenémicos puede explicar la resistencia a estos antimicrobianos.
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5.6 RELACIÓN DEL ANTIBIOGRAMA CON LOS MECANISMOS DERESISTENCIA
A BETALACTAMICOSENA CINETOBA ciTER..
El principal mecanismo de resistencia a betalactámcios en Acinetobacter es la
producción de betalactamasas, sin embargo aunque este microorganismo presenta una
elevada resistencia antimicrobiana la relación entre ambos hechos no está claramente
definida. La predicción de la presencia de enzimas inactivantes a partir del antibiograma
no es fácil en aquellos microorganismos que, como Acinetobacter no presentan una
estrecha relación entre el tipo de enzima producida y los valores de CMI observados
(Livermore, 1995).
Con el fin de analizar la producción de betalactamasas y relacionarla con los
distintos niveles de resistencia observados en Acinetobacter, Joly-Guillou definió en
1988, cuatro fenotipos de resistencia a betalactámicos, en fUnción de su sensibilidad o
resistencia a ticarcilina, piperacilina, cefotaxima y ceftazidima. Estos grupos distinguían
entre las cepas más sensibles (Grupo 1), las resistentes únicamente a las penicilinas
(Grupo II), aquellas resistentes solamente a las cefalosporinas de 3~ generación (Grupo
III), y por último las resistentes a los 2 grupos de betalactámicos (Grupo IV).
Observaron un gran predominio de los aislamientos resistentes a todos los betalactámicos
(Grupo IV), seguido de aquellas cepas que presentaban resistencia a las cefalosporinas
de amplio espectro, cefotaxima y cefiazidima. Bergogne-Bérézin en 1995 reorganizó esta
clasificación, y dado la aparición cada vez mayor de cepas resistentes a los
carbapenémícos, añadió un grupo más, el Grupo y, que incluía a las cepas resistentes a
todos los betalactámicos, incluido el imipenem. Al mismo tiempo modificó los Grupos III
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y IV dividiéndolos en a y b, según la resistencia a ceflazidima. Observó el predominio de
cepas resistentes únicamente a las cefalosporinas, a diferencia de lo que se había descrito
en 1988.
En nuestro estudio nos basamos en la definición de fenotipo de resistencia
establecida por Bergogne-Bérézin (1995). Se siguieron por una parte los criterios de
puntos de corte de las normas del NCCLS de 1998 (criterio A), determinadas para
Acínetobacter, al igual que para establecer los valores de CM1150, CMbo y porcentajes de
sensibilidad antimicrobiana. Los puntos de corte que hasta el momento se habían
utilizado para microorganismos no fermentadores (NCCLS, 1997;) difieren en algunos
antibióticos, como ticarcilina y piperacilina, por lo que también estudiamos los perfiles de
resistencia a betalactámicos, atendiendo a este criterio (criterio B), y así posteriormente
comparalos con los actuales.
Según las normas del NCCLS de 1998 (criterio A) se observó un mayor
predominio de cepas incluidas en el Grupo IV, pero según el criterio B predominaron las
cepas del grupo III, seguido del Grupo IV. Comparando ambos resultados se observó
que los resultados obtenidos en 1995 por Bergogne-Bérézin se asemejaban con las
normas establecidas según el criterio B. (NCCLS, 1997).
A la hora de comparar el fenotipo de resistencia con la producción de
betalactamasas se observó en general una buena correlación, salvo algunas excepciones.
Mediante las normas de 1998 se muestra cómo la gran mayoría de cepas productoras de
cefalosporina cromosómica parecen presentar resistencia, no sólo a las cefalosporinas de
amplio espectro, sino también a ticarcilina y piperacilina. Sin embargo si observamos la
tabla 4.48, donde se siguen los criterios de años anteriores, observamos una mayor
correlación entre cepas productoras de cefalosporinasa y resistencia a cefalosporinas de
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33 generación. Hay que tener en cuenta que ambas normas se distinguen por pequeñas
diferencias en los valores de CMII para ticarcilina y piperacilina.
Muchas veces es más útil considerar la definición de resistencia según un criterio
microbiológico, en el que por pequeños cambios en los valores de CMI se detectan bajos
niveles de resistencia, que si sólo se tiene en cuenta el criterio farmacólogico, el que
normalmente presenta el NCCLS y otras Normas similares, referidos a la concentración
de la droga alcanzable en suero, en los que tienen que haber grandes cambios en la CMI,
para considerar la cepa sensible o resistente (Livermore, 1995). En nuestro caso una
pequeña variación en la CMI de ticarcilina, de 64 a 128 mg/1, permitió establecer una
mejor relación con la producción de betalactamasas.
En nuestro estudio se observó en general una elevada producción de
betalactamasas (93%), que se relacionaba con un predominio de cepas multirresistentes.
Llama la atención la ausencia de enzimas tipo CARB-5 en el total de cepas estudiadas,
así como la presencia de enzimas tipo TEM-1 en un único aislamiento, donde también se
encontraba una cefalosporinasa. Esta cepa mostró un elevado nivel de resistencia a
ticarcilina (512 mg/l) y fUe sensible a las cefalosporinas de 33 generación,
correspondiéndose con la única cepa perteneciente al genotipo II, según el criterio B. La
asociación de ticarcilina con ácido clavulánico, que disminuyó considerablemente la CMI
a ticarcilina (16 mg/l) confirmó que este enzima era el responsable de la resistencia a este
grupo de betalactámicos.
Joly-Guillou (1988) en su estudio demuestra que el predominio de cepas del
Grupo IV, así como la presencia de un considerable porcentaje de cepas del Grupo II, se
correlacionaba con la presencia de enzimas TEM y/o CARB-5, asociadas en algunos
casos a cefalosporinasas y con valores de CMI superiores a 128 mg/l. Encontraron un
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elevado porcentaje de cepas productoras de TEM-1, y/o CARB-5, que presentaban altos
niveles de resistencia a ticarcilina y piperacilina (CMI >256 mg/l), y en los que las
asociaciones de estos antibióticos con inhibidores de betalactamasas hacían disminuir su
CMI considerablemente.
En nuestro caso igualmente podríamos explicar porqué en la mayoría de cepas
donde no se había encontrado penicilinasa la resistencia a ticarcilina no es tan elevada
(alrededor de 64-128 mg¡l) y porqué los inhibidores, salvo ampicilina-sulbactam, reducen
los valores de Civil únicamente en una o dos diluciones, mostrándose bajos porcentajes
de sensibilidad.
Estos resultados permiten confirmar aún más la relación de fenotipo de
resistencia y betalactamasas, empleando dicho criterio en el que el punto de corte para
las penicilinas es superior a 128 mg/l. Un punto de corte mayor sería más adecuado para
establecer una mejor relación entre antibiograma y producción de betalactamasas.
Respecto a las cepas betalactamasa (negativa) observamos que la mayoría fUeron
incluidas en el Grupo 1, que correspondía a cepas con elevada sensibilidad, o a aquéllas
con valores de CMI tan bajos que no superaron los puntos de corte como para ser
consideradas resistentes. La mayoría de las bacterias gramnegativas poseen
cefalosporinasas cromosómicas específicas de cada género y especie. Muchas de ellas se
expresan a un bajo nivel, tal que no se detectan por los mecanismos de detección de
betalactamasas, por lo que se consideran betalactamasa (negativa) (Nikaido, 1985).
Incluso las cepas con escasa actividad betalactamasa suelen producir cierta elevación de
la CMI de los antibióticos, pero esta elevación no suele percibirse con los criterios
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normalmente empleados para establecer la resistencia o sensibilidad. Así se explica cómo
existen cepas betalactamasa (positiva) que pertenecen al Grupo 1.
Mayor importancia tienen aquellas cepas que presentan elevados niveles de
resistencia a penicilinas y/o a cefalosporinas (Grupos III, IV) y sin embargo son
betalactamasa negativa.
Las bacterias escapan a la acción de los betalactámicos de varias maneras; por un
lado la presión antibiótica puede seleccionar las cepas deficientes en porinas, que tienen
la permeabilidad reducida, por otro lado la producción de un gran número de
betalactamasas con gran afinidad por los antibióticos contribuye a la resistencia, y
también pueden aparecer nuevas betalactamasas que hidrolicen nuevos antimicrobianos.
Joly-Guillou explica la elevada resistencia a cefalosporinas de algunas de sus cepas
betalactamasa (negativa) por una posible reducción en la permeabilidad celular, sin
embargo en este trabajo hemos comprobado que no existe ninguna alteración en las
OMIPs de nuestros aislamientos de Acinetobacter, por lo que únicamente otros
mecanismos, como las alteraciones de las PBPs podrían estar implicados en estos casos.
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5.7. COMPARACIÓN DE LOS MECANISMOS DE RESISTENCIA A
BETALA ciTAMICOS EN CEPAS RELACIONADAS GENETICAMENTE Y CEPAS
ESPORÁDICAS.
La mayoría de las infecciones de origen hospitalario están causadas por bacterias
resistentes a uno o más agentes antimicrobianos. La distinción entre brote y cepa de
aparición esporádica se puede realizar únicamente en el laboratorio, mediante la
aplicación de técnicas que reconozcan semejanzas y diferencias entre los diferentes
aislamientos.
En este trabajo agrupamos todos los aislamientos de Acinetobacter obtenidos en
los años 1995, 1996 y 1997, según su relación genética, establecida por rep-PCR, en
concordancia con otros métodos fenotipicos. De esta manera se obtuvieron 3 grupos
genéticamente relacionados, procedentes de distintos Servicios del hospital, pero
mayoritariamente de la Ud, obtenidos en un gran porcentaje de muestras respiratorias.
El resto de aislamientos no tenían relación genotípica entre sí y la mitad de ellos
procedían de origen ambulatorio.
En cuanto a la relación de los distintos grupos genómicos con los mecanismos de
resistencia a betalactámicos observamos que, en general las cepas más resistentes a los
antibióticos eran aquellas cepas epidémicas de origen nosocomial. Mostraban un perfil de
elevada resistencia a betalactániicos, distribuyéndose entre los Grupos 111, IV y V. A]
mismo tiempo presentaban elevados niveles de resistencia a otros antibióticos no
betalactámicos.
Las cepas consideradas de aparición esporádica fUeron en general más sensibles,
pertenecían la mayoría al Grupo de resistencia 1 y fUeron las únicas cepas que mostraban
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cierta sensibilidad hacia los antibióticos “no usuales”, como azitromicina o rifampicina,
frente a los que el resto de aislamientos se mostraron resistentes.
La resistencia antimicrobiana en general es más común cuando el uso de
antibióticos es mayor; existe una relación directa con el grado de presión selectiva. La
resistencia es elevada especialmente en Unidades de Cuidados Intensivos, Hematología,
Unidades de Quemados. Igualmente ocurre en paises en vías de desarrollo, donde no
existe un adecuado uso de antimicrobianos. Especialmente ocurre en infecciones
recalcitrantes, en las que se da una exposición de la bacteria al antibiótico repetidamente.
Sin embargo la resistencia es mucho menor cuando se tratan infecciones adquiridas en la
Comunidad de paises desarrollados (Eliner, 1987; Sanders, 1992).
Dijkshoorn en 1996 comparó las cepas de Acinetobacter implicadas en un brote
nosocomial con cepas que aparecían esporádicamente en el medio hospitalario.
Comprobó cómo las cepas productoras de brotes en general fUeron más resistentes que
las no relacionadas genéticamente. La uniformidad que presentaban las cepas implicadas
en brotes hizo pensar que todas ellas procedían de un origen clonal común.
Nosotros hemos comprobado en este trabajo que dentro del grupo de cepas
epidémicas destaca como grupo predominante el genotipo A, seguido del grupo B. Al
comparar los porcentajes de sensibilidad antimicrobiana en los distintos genotipos
observamos que dentro de éstos el grupo A es más resistente que el resto. Cabe destacar
la procedencia de Ud de la mayoría de cepas incluidas en este grupo.
Al comparar la distribución de las betalactamasas en los distintos grupos, se
puede comprobar cómo predomina la producción de cefalosporinasas cromosómicas en
los principales grupos A, B y C frente a las cepas esporádicas, donde muchos
aislamientos son betalactamasa (negativa).
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Coincidiendo con la elevada resistencia antimicrobiana, incluida a carbapenémicos
se observa cómo alrededor del 90% de las cepas posee únicamente cefalosporinasa
cromosómica y por otro lado un gran porcentaje de cepas del grupo A poseen un mismo
tipo de carbapenemasa. Las diferencias en la sensibilidad en un mismo grupo genotípico,
por un lado nos indica que tras el resultado de la presión selectiva ejercida por el
consumo prolongado de este antibiótico se ha podido producir un brote de cepas
resistentes a imipenem, a partir de un clon de cepas ya existentes.
Desde el punto de vista de la producción de betalactamasas, se puede explicar
fácilmente la posibilidad de adquisición de un plásmido de resistencia a carbapenémicos
que condujera al aumento de la resistencia a estos antimicrobianos.
Hasta 1986 (Joly-Guillou, 1986) la resistencia a imipenem se había descrito de
manera esporádica, como ocurre en nuestro caso con la cepa 38, productora de una
carbapenemasa. Sin embargo se ha demostrado en estudios posteriores (Tankovic, 1994)
que la resistencia a este antibiótico también se observa en brotes hospitalarios; como
demuestra Go (1994) en su estudio, donde tras el prolongado consumo de imipenem
surge una epidemia por Acínetobacter multirresistente (únicamente sensible a polimixina




1.- Los aislamientos de Acinetobacter spp. incluidos en este estudio presentan una baja
sensibilidad antimicrobiana a la mayoría de los antibióticos estudiados. Colistina,
imipenem, meropenem, amp¡cilina/sulbactam y sulbactam son los antimicrobianos
con mayor actividad in vi/ro. Rifampicina y azitromicina muestran alguna actividad
frente a las cepas de Acinetobacter más sensibles al resto de antibióticos.
2.- Se observa una tendencia a la disminución de la sensibilidad con el tiempo, destacando
en los dos últimos años la aparición de cepas resistentes a carbapenémicos.
3.- Observamos una estrecha relación entre los patrones de resistencia a betalactámicos y la
presencia de betalactamasas al aplicar el criterio del NCCLS de 1997 para
microorganismos gramnegativos no fennentadores.
4.- La mayoría de los aislamientos presentan resistencia a cefalosporinas de Y generación.
Otro gmpo importante muestra además resistencia a carboxi- y aminopenicilinas.
5.- Las cepas de Acinetobacter relacionadas genéticamente (genotipos A, B y C) proceden
en su mayoría de enfermos ingresados, generalmente en UCI y son más resistentes




6.- La producción de betalactamasas es el principal mecanismo implicado en la resistencia a
betalactámicos en los aislamientos de este estudio. La mayoría de las betalactamasas
son cefalosporinasas cromosómicas del grupo 1, seguido por un grupo de enzimas
tipo carbapenemasa. Hay que destacar la presencia de enzimas tipo TEM-1 en un
único aislamiento y la ausencia de enzimas tipo CARB-5 en el total de cepas.
‘7.- Mediante el punto isoeléctrico, perfil de inhibición y de hidrólisis podemos observar
ciertaheterogeneidad entre las cefalosporinasas de Acinetobacter estudiadas.
8.- La elevada resistencia a las cefalosporinas de Y’ generación se produce por una
hiperproducción de cefalosporinasas cromosómicas constitutivas. La
hiperproducción de cefalosporinasas afecta más a cefotaxima que a ceftazidima.
9.- La resistencia a carbapenémicos en los aislamientos de Acinetobacter del presente
estudio se debe a dos diferentes carbapenemasas de tipo “serma-enzimas”, con
actividad penicilinasa, que además hidrolizan carbenicilina y oxacilina. Ninguno de
estos enzimas se inhibe por ácido clavulánico, cloxacilina, sulbactam, aztreonam, ni
cloruro sódico. Una de las carbapenemasas predomina en un grupo de cepas
incluidas en un mismo genotipo.
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10.- La mayoría de las cepas muestran un idéntico perfil de OMPs, en el que predominan 3
OMPs principales de 42, 27 y 17 kD. La alteración de la permeabilidad de la pared
celular no parece estar implicada en los mecanismos de resistencia a betalactámicos
en los aislamientos clínicos de Acinetobacter estudiados, ya que no se han
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